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INTRODUCTION GENERALE

A - Contexte

Les émissions de dioxyde de carbone provienressentiellemenide la combustion de
carburants soliddiquides ou gazew, combustiordirectement liéaux systemes de transport &dla
proc®d®s i

partie de

ndustri e
®mi

production ®ner g®tique. Les

responsables dbéune grande ces SSi

La concentration atmosphérique dufdDans | 6at mosph re ®tait de 3

gui en fait |l a plus grande r®serve de mati re |
pr®conise une r®duction des ®missions de 50% d
serre’
Loutilisati on , enn2008 sepreserdait 134T, 65u% &abt utilisé comme
mati re premi chimiqup@ig.4). | 6i ndustri e
Total
153,65 MT
Industrie Applications Industrie
chimigue industrielles petroliere
65% 9% 26%
100 MT CO- 13,5 MT CO2 40 MT CO:
- Méthane - Gaz inerte - Récupération
- Méthanol - Agent Assistée des
- Ethyléne neutralizant Hydrocarbures
- Résines - Mettoyage
- Polycarbonates - Gaz réfrigérant
- - Lasers
Figure 1: Di agramme repr®sentatif d e, eln Q0B.i ($ourseaPtrojeb n i ndu

Loutiontldu@par

Gestinn,

mondiales annuelles. a

G u ilmhevat®on, Valdrigaton du Cg 2008)

| 6 ireprésaentetseulement 0,5% des émissions anthropiques

captur e et ,dor det iedhnologes enaéveloppemeGt@ui

p.3



INTRODUCTION GENERALE

visent a remplacer les hydrocarbures par le dioxyde de carbone comme praindiere pour la

synthése en chimfe.

LeCOest une mol ®cul e incolore et inodduee pr ®s
ambiants. Il est la principale source de carbone pour les organismes photdgunts (plantes
algues, cyanomactéries,..), eest au ciTur du cycl eéchdnge desaétéiments e q u
carbone ermstord e eltddadwm, rlonelest égdlement yodne podradrecngposé
organique leplus stabledG = -394kJ.mol"), 6 ®ner gi e n®cessaire ~ appor
C-O du dioxyde de carbone est 72imol™, cette barriérénergétique est le principal verrou & son

utilisation.

La réductiondu dioxyde de carbonpeut étrethermodynamiquemerfavoriséel or s qu 6 i | e
utilisé avec un ceéactant ayant une énergie de Gibbs plus élevée. En présenuéttdmepar
exemple,le CQ, est convertit en monoxyde de carbone avec une énergie bien moindre (247,3
kJ.molh). Cette barriére thermodynamique peut également étre abpissées enzymes, qupar

différents effets de stabilisatipabaissent 6 ®ner gi e dodéact iimgagsi on des r ®c¢

La praluction scientifique utilisant I€0, comme matiére premierepus que doublé depuis
2012 (Fig. 2).

Nombre de publications

80

70

(1]

S0

40

30

20

: nhlii
; _.-l.lllll l

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Figure 2: Producti on scientifique concernant l 6util i sat
clés: « CO, feedstock».(Source: ISIWeb of Knowledge)

De grandes puissances industrielles (Etatsi s , Chine, Japon) profi

internationales pour se positionner sur le marché émergeant guPCGieurs projets européens

p.4



INTRODUCTION GENERALE

concernant ulCGuort demarrscastdermenes ahnéeELCAT (ELectrocatalytic gas
phase conversion of GGn confined CATalystsavec les fonds européens du Seventh Framework
Project (FP7p o uélectiacétalyse du C®en milieu gazeux, SHAMASIgn coopération avec PSA
Peugeot C i« Europeam Aerertauticl efence and Space compa(iyADS) pour la

production de biocarburasiipidiques par des microalgues).

B - Procédés de valorisation du CO >

Loex pl odu €& icomme matiére premiereest possible parvoies chimiques,
électrochimiques, photochimiques, thermochimiques et par voies biotechnologigysspart de
ces procédés sont énergivores a cause des réactions menées a haute températuEessitayte
maisaussiZ¢ ause de | a pr odamonhtilLa duréd dehvig dtlecqgit du erocéde
permettant la synthése des composés formés a partir gaddOdeux facteurs a prendre en compte
quant a la valorisation du produit synthétisé.

Le méthanol qui peut étre produit a partir de,@&st une moléculavec une grande valeur
ajoutée car il est directement utilisable dans des procédés industriels déja efficastbanoito-
olefin » (MTO), «methanolto-gasoline» (MTG), «methanolto-hydrocarbong ( MT H) . Déaut
procédés sont en voie de développenayancé. De ce fait, le méthanol est une des molécules a plus
forte valeur ajoutée pouvant étre synthétisée a partir gu CO

B.1 - Procédés chimiques

La production synthétique, a partir de £O dodéur ®e et déammoni ac gaz
| 6aciadeé cyl i que et de ph®nol s dbdéautre pdgat , S 0
exploit®s ~ | .BL®E® petmetaussi dadsiwcertaimsidesyémiplacet dut i | i sati o
produits toxiques tels que monoxyde de carbone et pdosphogéne (dichlorure de th@&noyle)
lors de la synthese du déhylcarbonatgDMC). Le DMC peut également étre produit a partir de
CO,, de m®t hanol et d o6neamiunt AQ."dé @G estiaussi dtfis€omynd e  d e
oxydant douxdans des procédés en flux de Lpercritique (C:P O 7, 4 3uyPa= T O
scCQ) et peutaméliore la sélectivitéde certainer ®a c t i o n sssur des alkylar@matiques

Une équipe de rechercheulousaine a récemment réussi a synthétiser du méthanol a partir de

CO; en utilisant comme catalyseurs des gihadoranes. lls atteignent des TurnOverNumber (TON,

p.5



INTRODUCTION GENERALE

nombre de mole de substrat convertis par mole de catalyseur avanacivdtisn) de 3000 et des
TurnOverFrequencies (TOF, de mole de substrat convertis par mole de catalyseur et par unité de
temps) de 853 h Les rendements atteignent 99% avec la formation exclusi@Hg&BR, ou
(CH;OBO).°

Le coke issue de différentes industreet reformée n pr ®sence de m®t hane
en gaz synth®tique (appel ® syngamsiquedCOeiodnt i ent
CQO,) grace adescatalysews a bae de Nickel ou d&kuthénium. Denouvean procédé detri-
reformage permet e nt doutiliser directement | e syngas
existantS. Ai n s i |l a production de m®t hanol Topartir
pressions et températures élevéed8MPa, 256800 °C) avec des rendements delB09o encore

trop faibles pour rendre le procédé rentdble.

Lohydrog®nat i ¢par H peut eanteedu chnéthar@lOnaisé e s t pas un p
économiquement ou énergétiquement viable dans le sens ou la produdtigerdamontpourles
réactonsd 6 hydr og ®n at beaunoupd @negee.cDe ples,la production @ H, a partir
dohydr cectarlbbuarpeport de chal eur duBIOSL Emsrevanche, dés c e s
procédeés électrochimiques ont permis la réduction électrocatalytique denG@éthanol. Ce genre
de procédé tres énergivore a pu cependant étre amé&tia@@mbinant des nanoparticules de platine
a une électrode ruthénium/carbone permettata u g ment er | es rendement s
75%° Des procédés photocatalytiques ont également été mis au point, darEi@e (la forme
cristalline photoact i v e sudua veiredde Xygodtentrodiuet dansunea ne )
solution saturée en GOSous irradiation UVla productiond 6 u n  m® méthane métharml et
monoxyde de carbone a été obteHuBe trés bonsrendementsen conversion du CQont été
atteints en utilisant un photocatalyseur modiéé des sulfatei0,/SO?), permettant la formation
majoritaire de 4 gaz CO, GHCH,4 et GHg mais aussie carbonates, de formiate, de formaldéhyde,
doac®t al d®hyde et de m®t hanol J Bi Cesticea ses or ben
collaborateurs ontdémontré lafaisabilité d 6 u n phot o®l ectrosyst me bi
réduction du C@en longues chaines carbonéedd5) avec des protons issus de la dissociation de
| 6eau. Cette r ®actoiugpn agset dpeo d DikH(bndne @&apgdskalad | o n
photooxydation concomi tPE® (ProtoEleetroCafalytigue) (Rigg'H.s un r G

p.6
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Photocatalyst Electrocatalyst

.

FT-products

111
Q

Electrocatalyst
for CO, reduction

H,0 Se—

Nanostructured ; . Co,
Proton Membrane

Ti02 film (Nafion)»

Figure 3: Electroréduction du C@ e n pr ®sence dohydrog ne par phot oo»
| 6 e'dau.
La thermolyse permet ldécomposition du COsous l'action de la chale@e procédé repose
sur la concentrationlu rayonnement solaire direct par des miroirs réfléchissdmittoétats). Les
températurema t t ei nt e s, de |1 dordre de 3 @®@&aCques®dui s e
ensuite réxydé au contact du G@our former dumonoxyde de carborlé.

Deux procédés de valorisation chimique du,G nt d®j © expl oi t ®s par |
américaine, Carbonc&nce commercilise du syngas (51 CO, CQ, méthanol) produit par tri
reformage et indique que 95% de | 6hydrog ne pr (
autre startup, Nov omer , , dans tleurg pragluctipnu de qpolgmeéeres 5 0 %

(polypropyléene cdronate et polyéthylene carbonate).

B.2 - Procédés biotechnologiques

La definition de | a biotechnologi e, sel on | ¢
économique (OCDE), est«l 6appl icati on des principes sci el
transformation de matériaux par des agents biologiques pour produire des biens etssktvices
Léoexpl oitation de cdtafysepengne meseanditiens deadactione ltempératera
et pressiorambianes.Le potentiel catalytique des enzgapeut largement étre ameélioré grace a des
modifications ddeurs structures par biologie moléculaie¢,peutpermettre également aeodifier
leur stabilité et leurspécificitéde substratb D6 aut res outi |l s, comme | &6i mm
augmentent encore Ue capacité, les rendant de plus en plus attrayantes pour des applications

industrielles.
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Les catalyseurs naturels (les enzymssipt en mesureedstocler le CO, sous forme delivers
produits a valeurs ajouts. Plusieurs Instituts, doritlax Plancken Allemagnetravaillent sur des
modifications génétiqes de la protéindRuBisCO, responsable de la capture du,@ar les
organismes photmphiques en absence de lumitel 6 e n z ymiate déshydrogénase
immobilisée sur des fibres creuses de polyéthyléne transforme,lerCazide formiqué’ Un autre
type dbdédenzyme, | 6anhydrase carbonique i mmobilii:
permet de convertir le Gn bicarbonate ou de le stocker directement sous la forme de cristaux de
cdcite et de valérité®'® La convesion enzymatique du G@n biodiesel par une lipase a méme été

réalisée dans un systéme biphasique dgstiPercritique et liquides ioniquéy.

Un procédé biotechnologique commercialisabitgt pouvoir atteindre des taux @enversion
(TON :TurnOverNumber) supérieurs8000 mol produite par mol de catalyseetr des vitesses de
réacton@l 6 or drlmadé GrbDduite par minute. LOutilisat
production de mol ®cules © valeurs ajout®es soOir

biotechnologies blanches.

p.8
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C - Les biotechnologies blanches : les technologies du XX|éme
siecle
C.1- Généralité sur les biotechnologies blanches

On classe saent les biotechnologies seltne ur domai ne déactivit®
pour | a production pharmaceutique, vertppw pour
cellesliéesau domaine marin et blanches pour la production industrielle non pharmaceutique. Ces
derni¢ e s reposent sur | 6ut i | ilesues, bactéries dhampigngns,t me s
enzyme} dans la fabrication, la transformation ka dégradation de molécules (Fig. 4).

” g‘, Biotechnologies blanches
@é-ri;% Biotech. Industrielle

Biocarburants, synthons

ki J

N . =
Q L’environnement

X%
'%:_i Dépollution de I’eau
p)

Figure4: Les couleurs des biotechnologies. Doéapr s O0b6Do

L6 av ant a gdes bimachmlaogies esta réduction des colts de productignace a
| 6ut i tleprecades ptusm économes en énergie (conditions doetda)ormation de produits a
haute valeur ajougtobtenus de fagcon sélective L6 appl i cat i on innythatiguesr i el | e
ou de fermentation est vue comme @h@rnative viable aux procédés chimiques actuels souvent
réalisés dans des conditions énergivores et peu séledtivds. ndustri e mondi al e
sO0int ®r esser aux blanche depis leodnégsi1878 avelcilet dévelopgement
des techniguede biologie moléculaire. Les organismasants tels que les bactériest alors pu

p.9
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étres améliorép our ser vi r | @produdtiorspus iamdeptérancenpoar deeproduit

désiré et limiation dessousproduits). Les deux chocs économigue 1973 et 1979 otargement

contribué a leur développement de par le besoin de diversifier les sources de matiere premiere trop
souventliés ° | dexpl oitation deaprehly pmiey chacr pbtiolier Ie . Par
Brésiilad ®vel opp® | a production doé®t hanol assgrace h ®t i ¢
a des processus de fermentation devenus rentablestocédéd 6 hy dr at at i on de | 6 ®
formati on d o6 &)dewennent euaugsiecoho®iguergent vialdequandles cours du

pétrole sontu plushauts.Les biotechnologies blanchpsrmettent la production de produits a haute

valeur ajouté telles queles molécules énergétiqu@soéthanol),les intermédiairepour la chimie
(synthons), les bjmolymeres etles biomatériaux(prothéses et implants)Certain procédés
biocatalytiques permettent de simplifier significativement les procédés chimiques comme pour la

synthése de la Sitagliptine, un antidiabétique (Fig® 5

Chemocatalytic route

79% yield
1. NH,0Ac
2. H, (17 atm) o
i [Rh(COD)CI], + F Sitagliptin
i O O (R,S)-t-Bu-Josiphos  F NH, O
MeOH, 50 °C

N

- \N

N/\|4N\ 3. Carbon treatment N
/ N 4. Free-base crystallization F >99.5% e.e. K/N\(

F K/N\<

Prositagliptin CF, Enzymatic route “Fs

(R))amine transaminase

92% vield

Isopropylamine

Figure 5: La synthése enzyiique de la Sitagliptine est ptuefficace que sa synthese chque en
termes de rendements et dé®nanti os ®tebs gueilesi t ® r ®
métaux de transitiorf$

De plus,méme si les catalyseurs vivants (enzymes, bactéries, levures, champignons,..) doivent
étre régulierement remplacdss investissements nécessaires sont généralement inférieeus de
Il 6i ndust r:iirdrastudiuresn Qui doevent supporter les conditions de haute pression et
température, matieres premiéres non renouveladies difficilement accessibles nombreuses

étapes de lavages et de purifications, toxicité de certains catalyseurs.

C.2- Catalyseurs enzymatiques

Les enzymes sont des protéines qui présentent une activité catalytique spécifique. Elles réalisent

|l es r®actions chimigues qui s e falpiquend Les sneymés au c

p.10



INTRODUCTION GENERALE

sont généralement des catalyseuus gélectifs et plus efficaceseles catalyseurs synthétiques. Le
nombre de mole de substrat transfonpaé mole decatalyseur et par unité de temps (TOF) est de

| & or d16*a0’ st pour les enzymes contre 3Q0” s* pour les catalyseurs chimiqu&sLes
enzymessont composéede plusieurs centaines 6 a c i d e §és entreis BUR Par une liaison
peptidique et elles sont structurégs plusieurs niveauxune structureprimaire correspondant a

| 6encha”  nement delsa atcri @adwsc taind m b e algmdRdeturp ar | e
secondaire correspondanuun enchaiementparticulierd d&cides aminés q@ 6 o r gtamhélses

Uou en feuilletb Une structurgernaire correspondant aepliement finalde la protéine formant

ainsi la poche catalytiqudle site actif, qui réalisera les réactions chimiqu&3uelquefois, ces
enzymes présentent également une structure quartenaire codesspon | 6 as s@wcnat oon
plusieursstructures ternaissou aun repliement particulieredla protéine induit par un cofacteur ou
effecteur enzymatique, comme cela est le cas pour des enzymes dites allostéegjgagyines que

nous étudierons dans cette thésomnt des oxydoréducises (EC.1) qui accompliront des
transformations chimiques @& a des cofacteurs (appelés aussi coenzymes) tel que NAD
(nicotinamide adénine dinucléotide), FAD (flavine adénine dinucléotide), FMN (flavine
mononucléotide), TPP (thiamine pyrophosphate). Les enzyagsent a de trés faibles
concentrationscomparativement auxcatalyseurs chimiques. Ellegs e r me t dugmente led 6

vitesse desréactiors chimiques en stabilisant les états de transiidRig. 6)

Energie de transition
A A
II.l ! I
'

1
Fr
/.. ' Fnprésence de catalyseur chimique
== % .\

Ej }— ¥ .-

Reactis ‘:I'-I\_‘— En présence d enzyme
N
\&%1_ Ef
Produits
>
Temps
Figure 6: Sch®ma de | 6effet de | a stabilisatiurmartes | 06®t a
enzymes.
Commepourun catalyseur chimiquéa baisselus importantel e | 6 ®ner g D@pard 6 act i
les enzymes 6 ex pl il pwea i pasati on d différentdd eceloiide la ea@toc t | o n |

chimiqueL6 enz y me r et r dnitidlecaprésda réadtion catalytinnieea b ai sse doé ®n

ddacti vat i onestfawrisepae:s enzymes
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1) la préorganisationdes substdtans | e site actif de | 6enzyme,
2) la perte de degrés de liberté par confinement dans le site actif (efbgtigun)

3) un développement récent montre égalenhedti mp o r It aenfafet gouetles enzymes

de types dshydroggnases’ commecelles quenous utili®rons

4) des effet dynamiquede lastructy e t ri di mensi onnell e de | 6enz
lors de catalyse, comme démonp@ur| 6 e n z y fate déshydrogiasé® que nous utiliserons

notamment danis biotransformation étudiée dans cette thése.

C.3- Importance du cofacteur NADH

Les trois enzymegui serontutilisées dans cette thesont des déshydrogénaselles ontla
particua i t ® doéutiliser | e m°me cofacteur, l a ni cot
sous forme oxydée (NAD ou réduite (NADH, Hlqui sera natepar la suite NADH) (Fig. 7)

+2¢ 4+ 2H"

-

NAD' =2 > NADH, H"
-2 - 2HT

Figure 7: Transfert doéohydr ur dormeg oxytés (WAD et réduites (NADHS dul e s
cofacteur enzymatique.

Les deux formes du cofacteur coexistent ~ | 8¢
par transfert de deux ®|l ectrons et de ddewnx pr
pr ot on e treqd aliem Cehsgnils electronplacé en position 1 et 4 du cyclacotinique
(entourés sur la figure &ui permettent 6 act i v i td® cofadtearetseuie p floemé-1,4-

NADH ou le cyclenicotiniqueest en positiofetadu riboseest biologiqguement activeCe cofacteur

p.12
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enzymatique est naturellement produit a partir de la vitamine B3 au sein du noyau des kzllules,
production industrielle du cofacteur NADH se fait soit par fermentation bactéffesmiea partir de
levures?’ Ces procédés sont longs et coliteetxdong pou des raisons évidentes de rentabilité, le
cofacteur doit étre régénéré au cours de la réaction catalytique.

La régénérationchimique des cofacteurs produi i f f ®r ent s1,4NADK-16ds ( U
NADH, €) qui ne s o actifs epvard agicommeé adeg inhgpiteersremayrmatiques
en se fixantdans le site actif des protéines L o r s q u &-1,4NADH se fixe dass le site actif,
la protéine et le cofactedforment alorsun compl exe capable dbéaccueil
différents substrats

C.4- La stabilisation des enzymes

Les enzymes sont des macromolécules tridimensionnelles qui sont dynamiques. Leur structure

possede des degrés de liberté qui leur permette une sorte de respiration leur conférant leurs

propri ® ®s catalytiques. Dans sttes imppitahtipbuesa | 6er
stabilisation, et donc son activit® <catalytiagq
changement de conformation, elle est rempl ac®e
procédé synthétique, les enzymestsons ouvent d®natur ®es ~ cause de

dans lequel elles sont utilisées. Cette inactivation aura un impact direct sur les capacités catalytiques
du systeme. Il est donc nécessaire de pouvoir stabiliser les enzymes pour éviter teuatadmi

existe différentes méthodeke stabilisation des enzymes et notamment par différentes techniques
déi mmobilisation dans diff®rents type de suppo
dans le chapitre 4. En 2009, U. Hanefeldges ollaborateurs ondliétailléles paramétres important

a prendre en compte lode 6 i mmo b i deserzymesKig.8).2°

Enzyme

taille de la structurguaternaire biologiquement active

souplesse de conformation spatiale nécessaire au mécanisme enzymatique

point isoélectrique

fonction chimique de surface et densité de charge

stabilit® dans |l es conditions doéi mmobi
présence de parties hydrophobehgdrophile

présence deofacteurs

O O0OO0OO0OO0OO0OO0o

Support

0 organique ou inorganique
o0 hydrophile ou hydrophobe
0 charges de surface

p.13
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o fonctionnalisation de la surface
o stabilité chimique et mécanique
o surface spécifique

0 porosité ou taille de particules
0

co¥%ut de | 6i mmobilisation
Facteurs sp®cifiques °~ | d6activit® enzyma
0 solvant dans lequel est réalisé la réaction
o limitation par diffusion
o inhibition de | d6enzyme (effet de pH | o0
0 précipitation des produits de réaction
0 viscosité du mieu
Figure 8: Param tres 7 prendre en compte | ors dodébune i mmo
2009.
L6i mmobilisati on per meertaindseenzpnedans ees conditibond mon st a b |

naturelles de réaction. Les capacités catalytiques des enzymes peuvent méme quelquefois étre
am®l i or ®es gr ©ce au macroenvironnement cr ®® pal
verrons par la suite pour la réaction exsaade des trois enzymes déshydrogénases utilisées dans

cette thése.

C.5- Cascade multienzymatique

Les réactions en cascades, en tandem ou encore en domino sont connues en synthése organique
comme une succession de réactions intermoléculaires renduéslgsoggadce a de nombreuses
fonctionnalités chimiques proches, comme dans la réaction de cycloaddition de Diels Alder. En
biologie, les réactions en cascade sont souvent rencoirtrees et représentent une succession de
réactions enzymatiques permettan | 6 ut i | i sati on et ih-avo Dabglesadat i C
voies métaboliques, plusieurs enzymes travaillent ensemble pour réaliser des réactions en cascade
(glycolise, cycl e de Kr e hmsvitro. €ertaing procédgsederdpesa t  ° t r
chimique int grent | 6utilisati on en cascade
pharmaceutiques ou dans des processus de synthése en chimie fine. Des enzymes pour des réactions
en cascade sont ®gal ement ut i dustree Gbensentaipep les des
biodétecteurs et les cellules de production de biocarburant.

Ces r®actions en cascade en biochimie sont d
enzymes dans le méme pot réactionnel. Elles ontkissifiées en quatetémries®® Les cascades
linéaires ou un substrat unique est transformé via plusieurs intermédiaires en un;pesluit
cascades dites orthogonales 0% | 6action coupl ®
ou | 6 ®I i souspraduis;oles cadoades paralleles ou deux enzymes réalisent des réactions

p.14
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coupl ®es par | 6utilisation dobébun cosubstrat ou
telles cascades peut alors permettre de déplacer les équilibres rédstimrcertaines enzymes

|l orsqubell es sont coupl ®es -~ des syst mes irr
récemment rationalisé les différentes méthodes utilisées pour mettre en place ces cascades

enzymatiques’

De grands I nstituts ont compri s | 6avant age
enzymatiques doéint ®r °t pour l a sant ®. mulicke MI T
enzymaiguespour le traitement du diabéteL 6 UCLA a mi s au point un col
structur® au moyen doéun templ at?e dO6ADN qui perr

La plupartdes publications concernant des cascades enzymatiques ne font cependant que tres

rarement ®tat doéooptimisation rationnell e. Des
mod | es mat h®matiques per metransiomationdidve.X gd souer |
ces mod | es qubil faudr aivti tapp laifg une rd Gaoupxt i tnri ssres

synthétiques®* ** La bioconversion du C£en méthanol que nous avons étudié dans cette thése est
un desexemplegle cascadesnzymatiques pour laqueleu cune opti mi sati on r at

été expérimentéet/ou étudiée
C.6- Bioconversion du CO> en méthanol

En 197lemand 6 aRusching d®couvr e guo formate enzyn
déshydrogénase (FateDH) peaanvertir le CQ en formiate®® En 1999, R. Obert et B.C. Dave
combinent cette enzyme avec une formaldéhyde déshydrogénase (FaldDH) et une alcool
déshydrogénase (YADH) immobiéiss dans un sgjel classique de silice et réussissent la réduction
enzymatique en cascade du £@n méthanol (Fig. 9 Bien que cette réaction soit
thermodynamiquement défavorisée, fasabilité sera prouvéeen 2010 par F.S. Baskayd son

équipe®®

NADH | xap- | NADH | xup- | NADH | xap-
co, >=Zncoo >3 HcHo ¥CHSOH

et

S g AP
o @, oot .S
ﬁ‘? X &le ey Sl

3%
!

FateDH FaldDH YADH
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Figure 9: Bioconversion du C®en méthanol par trois déshydrogéndSelLes protons et électrons
nécessaires aukéactions de réduction sont fournis par le cofacteur NADH.

En 2002 et 2007, B. C. Dave, seul puis avec
amélioration a cette synthese en utilisant soit un photosysteme nommé PSII, soit une enzyme (lactate
déshydrognase) pour régénérer le NADR?® En 2002, Z.Y. Jiang et ses collaborateurs reprennent
le travail préliminaire de B.C. DaVe et montrent | 6i mp os ttr@isn c e d
déshydrogénases dans un support inorganique adapté. lls apportent ainsi plusieurs améliorations
j us qu 6,enatam@n0eh encapsulant les enzymes dans des nanoparticules siutiOrées
pardesamines | l's ndont pas ®t udi*® Ed2008rBPEZRNa®et se6i on ©
collaborateurs ontravaillé sur le méme procédé en stabilisant le cofactéues enzymes par
greffage covalent sur des microparticules de polystyréne. lls ont montré que les particules pouvaient
°tre r ®ut iohze foidem sonseruast@oOde leprr oduct i v *E®20RHA r i gi n
Dibenedetto et ses collaborateurs ont décrit un magerégénération photochimique différent du

cofacteur pour ce proc®d®, qdnSAPmplique | 6utildi

A not e20llglarédrction du G&n méthanol a également pu étre catalysée en utilisant
une enzyme différente (anhydrase carbonique) qui augmente les rersl@eréduction quand elle

est coupléa un systéme électrochimiqtfe.

Dans cette thése nous allons reprendre le systemnatique en cascade de .C. Dave et le
rationaliser en étudiant les enzymes séparément, puis par deux, puis par treigmenant
| 6influence du cof act e ule sahéma drésent Figure 1hesumecless t a t
différents points abordésua cour s de <ce travail de th se qui
biocatalytique de conversion du €én méthanol.

Le chapitrel (méthodes analytiques) déctitd ®t u d e men®e afin de p o
différentes réactions enzymatiques mises en jeux. @, au méthanol, en passant par les
intermédiaires de la cascade enzymatique formiate et formaldéhyde, et les cofacteurs enzymatiques
NADH et NAD" (Fig. 9), chacun des composés chimigdeété soumis a une batterie de tests de
détection afin de pouvoir trouver la méthode de quantification la plus précise. Les méthodes
dbéanal ys-emmigued posrilec aaractérisation des matériaux et des systemes biologiques
utilisés sont également exps ®e s . LO®t ude des syst mes biologi
chapitre 2. Dans ce chapitre nous décrivons le procédé de conversion,dn @@@&thanol, son
optimisation rationnelle, et les différentes méthodes de régénération du cofacteur NADH. Le
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chapitre 3 ne desnanaapsules pqraeuse dé SN&S$ laud reode de formation
et le réle des composants qui les structureatdernier chapitre de ce travail de these concerne

| 6opti mi sati on du pr oc ®d ® solgel mitatement ytitisé goaue |,

(@)

i mmobilisation det lladicmmchidlei & a tzyediastteNgus

un

avons ®tudi ® | 6infl uence dmtériaadécsichapitrd 3 et cheachd o0 n

o

d

I

de nouvelles misesne f or me du bi opr oc ®d ® saroductivités pautla ei ndr

bioconversion du C&en méthanol.

CHAPITREI: L Mise au point des méthodes analytiques

(\UV—ViS /GC-FID/DRX /SDS-PAGE ... )

CHAPITRE II: [ Etude de la cascade enzymatique

p Les enzymes
Larégénération du NADH
Conversion du CO, en méthanol

Optimisations

CHAPITRE III: Etude du systéme d’immobilisation NPS | .: " \

/" Structuration
Caractérisations

Améliorations

(0] o
y: Q)
(9] |
(0] o o
N /
->Hydrocarbons, alcohols

—Polyesters, polymers, resins
—sAcetates, MTBE, DME

CHAPITREIV:

Figure 10: Plan du manuscrit de thése concernant la conversion du €® MeOH par un systéme

multienzymatique encapsulés dans des nanocapgidesilice.
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CHAPITRE I Analyses et caractérisations

l.1 - Quantification des systemes biologiques

Les méthodes analytiques adéquates doivent étre développées pour quantifier a la fois la
guantit® dbébenzymes act i ve senwméthahoét B @uerdité deamgue | a ¢ «
sousproduit formés (formaldéhyde, formiatepes seuils de détection et de quantification bas
doivent étre accessibles par les méthodes choisiesdr obl me maj eur survenar
de syst mes biologiques &est | 6approxi mati on vi

similaires & ceux employés en chimifeLa complexité des systémes biologiques commerciaux

nécessite de connaitre précisément la teneuretéires activesdans les poudres enzymatiques

(@)

commercialesetlemct i vi t ® qui peut varier déun | ot ° |

|.1.1 - Quantification des protéin es

Les enzymes responsables de la conversion du dioxyde de carbone en métharesl| autilisé
cours de ce travail(formiate déshydrogénase, formaldéhyde déshydrogénase et alcool
déshydrogénasent été obtenues auprds fournisseur industriel Sigmaldrich©. La quantité en
masse de protéiseontenue dans les poudres commerciales dépend de la qualité de production des
différents lots. Dans un souci de reproductibjlitéus noussommes efforcés de quantifier et de
caract ®ri ser | e s Uneenzyme astcaractérisén @as son poilgculagedt san
activité spécifique Wui représentda quantité de substrat transfore® umole par minutdl existe
des tests mesant ces activités spécifiqudsnnéspar lesfournisseurscependant les conditions de
réactionutilisées sont parfoigloignées des conditions de fonctionnement optesal e | 6 enz y me
(concentratioa en substratdnférieures aux concentratioa saturantes). Pour chacune des trois
enzymesnous avons donc ®| abor® notre propdee test
constant es do aléstroisrenzyn@ede labi@ransformakien. s u r

Afin de déteminer la quantité réelle de praiés présents dans Is lots commerciax, nous

avons utilisédeux types denéthodesl e dosages di ff ®rents. Deux m®t |
agent chi mique, et une M®t h o.dles dewxrsystenes der e di
guantificationindirecteut i | i s ®s , par compl ex aBGApenparteeéactifo aci de

deBradford:, nousont per mis de quanti fi eraméthaedelddotage d o en
directe,basée sur la masr e d o6 ab s or b amnpretéines), AdBIH aermis de(dosela
protéine recombinantgue nous avons produite au sein du laboratoire, la phosphite déshydrogénase

servant a régénérer le cofacteur NADH.
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CHAPITRE I Analyses et caractérisations

[.1.1.1 - Méthodes indirectes

Les premieregnéthoes de dosage développées, par ajout de biuret et par la méthode de
Lowry®® sont longues, fastidieusesconsommat beaucoup de matériebt présentet des
incompatibilités aveccertains sels. La composition précideslotsd 6 e n z opmmeesiaux édant
inconnue la quantification des protéigeloit se faire en comparant des mé#sodifférentes.

.1.1.1.1-0 A0 Oi AAOGET T AOAA 1 6AAEAA AEAET AETTET ENO/

La m®t hode par ajout de BCA nous per met de
commerciaux. Ce test colorimétriquet @ne amdbration de la méthode de Lowry g@ipose sula
réductiond 6 i cuivrigjues CU?* en iors cuivreux Cu™ par les liaisons peptidiques des enzymes
L6ion cuivr eux dsota beaindbeniniquepouw for@ér ant c@mplexe gui absorbe
fortementa 562nm (Fig. 11).Paul Smithet ses collaboraturs® ont rédisé les deux étapes du
dosage en une seule étagtde complexe colorformé est stablglusieurs heures, contrairement a la
meéthode de LowryCette méthode estilisée pour doser de faiblesoncentrations de protéines (0,2

mg.L' & 200 ng.L™") de maniére rapidegtar si mpl e | ecture dbdabsorbanc

Etape 1:

HO" N
Enzyme + Cu?™ — Cu

Etape 2: ‘00C
Cu” +2BCA —

00C

Figure 11: Principe de dosage deggr ot ®  nes par | d6acide bicinchoniniagqu

La variationdu coefficient de réponse entiéférenies protéine®talonsest minime, nous avons
utilisé 1| 6al bumi ne de s)®comme prdiéing ida référ@n&ypour calibrer
systématiquement tous les dosages méthodede dosageBCA nodéinterf re pas
Ssubstances provenant de | a pr uwdcaonomelesodétergarass | ot
(SDS), les lipidesou les acides nucléiques. Cependant | e e st I had®aggenst e en

réducteurs ou élatants.
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1.1.1.1.2 - Par réaction avec le réactif de Bradford.

Ce type de dosage nous a servi a détemles concentrations de proté&napres leur
purification. Développée pakl.M. Bradford, co6est | a m®tdardadprissimplegi| us u
la plus rapide. Elle epose sumonl @didmutner ancotlle®Bnadfoed Cpomgseie n t
brilliant blue G250 proteinbinding dye», avec leschaines latéralesl 6 aci deslLaami n®:
compl exation de | 6agent chimique se fait par
Waals, principalement avec les acides amimgmime histidine etlysine (Fig. 12b). Le maximum

d 6 abs aaed hm de la molécule pigmig(Fig. 12a)est alors déplacé a 595 nm.

. . NH>
L-Arginine
P

; O
| Nj\‘)\
4 OH
‘ H<N ! NH;

L-Histidine ¢

\/O |
T Ot |
N )N/\©/ ~O Na” OH

L-Lysine L

n=0

Figure 12: (a) Mol ®c ul e pradfordeCoomassie prdliant ®ee @b® proteirbinding
dyeo. (b) Aci des amin®s compl exant principal eme:l

Le nombre de mécules pigmerstcomplexésest proportionnel au nombre de charges positives
sur la protéine. Cependant cette proportionnalité est restreinte & une gamme aldraioTs
limitée (15 & 1 400 mg) et interfére avec les détergents mais pas avesdtsou lesagents

réducteurs.
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[.1.1.2 - Méthodes directes

Les protéine absorbent dans le domaine des, 0& sonkn fait les acides aminés spécifiques et
les lienspeptidiques quaborbent la lumiere UV, les protéis@euvent donc étre quantifiépar
si mpl e I|bsmrbaneelre®acided aminésux résidus aromatiquesyptophane, phénylalanine
et tyrosine) absorbent fortement dans la régionZBDhm.Leur s pr opr i ®@eu®ent dod ab s
étre utilisé€s pourquantifierune concentration de protéffieoit par comparaison avec une courbe
standar d, soit gr©ce au coeffi ci entlLe doéfficibers or pt i
d 6 a b s oU) geut étre oalcylé partir de la séquenceicléotdigued e | a pr ot ®i ne au
programme informatique (ProtParam) développé paGasteigeret ses collaborateufsqui est
disponible sur Igortail de ressources bioinformatigute | 8 i nst i t wsslsse(BIB)°nf or ma
Si |l a s®quence dbéacides amin®s de | a prot®i ne ¢

gr ©c e ationll®® ®q u

- - 8l MBOoOmunn MMUPTwn MUPCcuL
Equation.1: Cal cul du coefficient dodextint¢enloanpartiroduiai re d
nombr e doaci des ami n®s triptophane (#Trp), tyr

compoent.

Une f oi s |l e coef f i ciilesaffit deddbuat bi dboisiabedation de Bde®t e r mi
Lambert (Eq. 2)

Abs;s0nm= 28bhml C
Equation.2 : Equation de Beer Lamber.

La relation de Beer Lambert rel i ane logaebrs or b a
ddonde s p ®ginfet sauoenceftratiors (C, en mot)Lavec U étant le coefficient
ddoextinction mol aimreel ladorgpeuridmt@jetoptique enrmBete méthode
de dosage permet dkéterminer laconcentratiord 6 usoletion de protéies (dont la composition
exacte estonnu@ de 2023000 mgt.L6absorbance ° 205 nm peut ®g:
m®t hode de quantification est INoas®e ndYavohsahpas
cette technique car beaucoup de produits chimigques organiques absorbent également dans cette
r®gi on des |l ongueur s dOoles prapdetés de uoresomcag ed baunt ame
chimique (le réactif NanoOrange®) qui se complexe a des protéines solubilisées par un détergent,
permettent une quantification de 10 ng:i. 10 pg.mL.>® La quantification par fluorescence grace
aux r®sidus doacides amin®s tryptophane, tyros
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plus petite gamme deoncentration (%0 pg.L") mai s | e rendement quant

l umi re est faible, et |l e temps de vie dO®mi ssi

[.1.1.3 - Calibration des méthodes utilisées

La méthode de Bradford est simple et rapide. Une gamme ém@mhstituée de la protéine BSA
(al bumine de s®rum bovin) est pr ®par ®e ° di f f
phosphate de potassium (0,1 M, pH 7). Un volume équivalent de solution commerciale du réactif de
Bradford (DCE Prope®Pnl AbbamenBi dRhd®, vingt foi
ajouté aux échantillons. La réaction se déroule a température ambiante pendant 15 a 20 minutes. Les
di ff®rents ®chantillons sont ensuite duisont®s dar
mesurées a 595 nm (Fig.-43 Le dosage par la méthode BCA est similaire, le réactif commercial

(Micro BCAE Protein Assay Kit, Thermo Scientif
carbonate/tartrate, | 6 asous fbeme dei CusPyw hoatrmeélangegu e et
dans les proportionpr ®ci s®es par |l e fournisseur juste av

ajouté aux échantillons et la réaction se fait pendant vingt minutes a 60 °C. Les différentes solutions
sont laisges refroidir et sont diluéekans de | 6eau pure pour avoir

mesurées a 565 nm (Fig.-b3

@ (b)
0,8
03 )
£ :
Tp]
] © 06 -
© 02 - w
o Q
2 © 04
s -
g 01 o
) 20,2
< y = 0,007x < y = 0,039x
R?= 0,996 Rz = 0,999
0 T T T 0 T T T T
0 15 30 45 0 5 10 15 20
[BSA] (mg/L) [BSA] (mg/L)

Figure 13: Calibration du dosagede protéines (a) Méthode de Bradford. (b) Méthode BCA (acide
bicinchoninique).

La m®t hode de quantificat i pemetpumseull Hbetdatectiiodade b i c i
protéines de 0,5ng.L™ et un seuil deguantificationde 5 mg.L™>. Cette méthode est propice a la
détermination de faibles concentrations de protéines méme ésenge de détergents tout en

conservant une bonne reproductibilit®. Nous | 0
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solutions de protées commerciales. La méthode de Bradford permet un seuil de détection de
protéines de 5 mgt et un seuil de quantification & 15 mg.LCette méthode est propice a la
détection de protéines plus concentrées qui ne contiennent pas de tendi@mcdifsous en sommes
servis pour déteniner la concentration de protégeapres leur purification sune colonne

déoexclusion st®rique.

La d®termination de prot®i nes par mesure doec
solution dans l aquel |l e est cont e nadee queblanzy me
concentration de toutes les espéces absorien UV est parfaitement définie. De nombreux
compos®s chimiqgues absorbent dans |l a r®gion UV
déterminée, desrreurs importantes dguant i fi cati on peuvent surveni
déshydrogéree (PTDH), produite au sein du laboratoire, a été quantifiée par UV. Elle a été purifiée
et stockée dans un tampon spécifique dont nous nous sosemescomme solution de référence
pour |l es mesur es dNoashre moub sommes pas sei8 @ecthodes de

guantification par mes udegmedudea drmrescdma@.nce &~ 205 nr

[.1.2 - Caractérisation des autres systemes biologiques

Les enzymes utilisées au cours de ce travail ne proviennent pas toutes de fournisseurs
industriels ehe sont pas toutes libres en solution. Nous avons di caractériser une enzyme que nous
avons produit au sein du laboratoire, la phosphite déshydrogénapeardifier la quantité de

protéinescontenue dans les biomatériaux que nous avons synthétisés.

Au cours de ce travail, nous avons aussi d0 caractériser des chloroplastes utilisés pour la
r®g®n®r ation du cofacteur NADH. Léutilisation

Dave dans son brevet de 2092.

[.1.2.1 - Le photosystéeme naturel (PSII)

Les <chloropl ast es e x Bpnaciatokracejqmour fa gdgénératiensdu d 6 ®p i
cofacteur NADH sont des systemes complexes. lIs sont rapidement quantifiés grace a la quantité de
chlorophyle s qudi | s it existe ideur rypes tde chlorophylles chez les végétaux
supérieurs, la chlorophylle a et la chloropny e b, gui ont des sMsectres
différents (Fig. 14).
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chlorophylie a

chlorophylle b — —

coefficient d'absorption

Chlorophylle a, R = CH4

Chlorophylle b, R = CHO

Figure 14: (a) Structure moléculaire des deux types de chlorophylle présentes dans les végétaux

sSsup®rieur s. (b) Spectres déabsorbances des c |
chlorophylles b (trait tirets) de 350 a 750 nm.

Robert Porra a développé une équation permettant de quantifier distinctement les chlorophylles
a et b contenues dans les plarfies 3)%°

a) OGO pgwWdeoch WPtV
b) 6w cto@aopt v thod oo
c) OGO 6B pR®GwPT L Xo T X o

Equations 3 : Equations permettant le calcul des concentrations de chlorophylles a (éq. 3, a) de
chlorophylles b( ® q . 3, b) ou de chlorophylles total ( ®c

dans une solwution ddédac®tone ~ 80% par simple | et
La suspension de chloroplastes est dil u®e dar
d 6 a b s o r663anm eté45 nm sont relevées. relation prenant en compte la concentration des
chl orophyll es a et chlorophylles b permet de ql
en pg.mL™.
La quantité de chlorophylles présente dans les extifajtakoides dépend de facteurs non
contr'l ables dont | 0ensoleill ement de | a plant
synt h®ti sera plus de <chlorophylles pour I ui p

méthode de quantificatioshe chlorophylles permet de quantifier la quantité de photosystéme global
utilisé. Dans notre réaction pour une bonne reproductibilité, la quantification exacte des
photosystemes (PSI et PSIl) présents dans les membranes thylakoides devrait se faire par des

extractions et des dosages beaucoup plus I ongs.
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dans notre réaction est un systéme complexe (PSIl, PSI, cytochrome, ferrodoxine, ..) quantifiable par

le taux de chlorophylle.

[.1.2.2 - Quantification d es protéines dans les nanoparticules de silice

1.1.2.2.1- Méthode
Nous avons lavé les nanoparticules de silice contenanprégsinesdirectement en fin de
synthese. Les enmye s nodayant p arester® daBs les rswrreageants [d® lavage. Les

paricules qui précipitent dans le tube de synthese sont séghéggphilisationL 6 ®c hant i | | on

congelé &80 °C pendant 40 a 60 minutes puis transféré dans un lyegphilisHeto PowerDry®

LL1500 relié & une pompe Adixe3ériel (2 étages 2005 per met t ant dodatteindr e

2.10° mBar et laissé une nuites protéineprésentesians les sutmrageants de lavagmnt dosées
apres purification du surnageant surec o | o rerckision giériquel.es enzymes utilisées sont
trop grosse pour atrer dans les pores du gdilisé etelles sont rapidement éluées. Les composés
chimiques ayant servi a la synthése des nanoparticules\etiice retrouvalans lesurnageant des

syntheses sometenuplus longtemps dans la colonigg. 15).

exclusion
S perméation sélective

perméation totale
»

volume deirétention

V
o w@ volume d'élution

(1) (2) ()

Figure 15: (a) Schéma simplifié du principe de la chromatographie d'exclusion stérique. Le
chromatogramme représente la séparation de 3 composés de tailles différentes en solution.
(b) Les molécules ayant le plus grand volume hydrodynamique (1) arrivenéte, suivies
des molécules plus petites (2) et (3).

Le profil doteidds (Figi 1ebn) deesst porbt enu par d®p1?tt
solution connue @ poudre commercialdées fractions collectées sont séparées en échantillons qui

sont ensué¢ dosés quantitativement par la méthode de Bradfaadguantité de protéisedes

différentes fractions permet de cortmaila concentratio de protéinesdans le surnageant et, par

p.28
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différence, la quantitéealprotéinesrestant dans le matériau. En connais$a masse de matériau

synthétisépn peut alors déterminer le taux de chargemenpo#sinesdans le matériau (Eq. 4).

g h
a) Qt dwa Qi n
® ®
b) « p Tt
c) 0 & EXE@ T QG Qed

1 i ®

Equation. 4: Calcul de la concentration de protéines dsurnageant (éq.4, a), du taux
d b6 encapswylga edt cafcul§ par rapport a la quantitéedprotéinesinitiale utilisée
pour la synthése (éq. 4, b) et du taux de chargementpdettinesdans les nanocapsules
(éq. 4, c).

[.1.2.2.2 - Application

Nous awns quantifié legprotéinescontenues dans les nanoparticules de silice par différence

entre la quantitéaprotéinesut i | i s®es pour | 6 e rpragnesestanttdane n et

le surnageant apres centrifugation et dans les eaux de lavage. Ces différentes eaux sont combinées et

pass®es sur colonne doe&x@5Mediumon potl ®mi gee r@@e If i

glucosidiques excluant toutes molécules de masseirmaapérieure & 5 000 g.rf)lpour ne
récupérer que legrotéines La colonne est prépaéelon le protocole décrit pée fournisseurle

gel dedextrare est gonflé dans un tampon a 90 °C penddmute chargé dans une colonne simple
etlaissé équiti r ® | u s caudetnpérature ambiante. La colonne coaiteh0 mL de solution de
particulesde dextranecompléetement gonflé&eest équilibré par passage de 200 mL de tampon
(phosphate de potassium OM, pH 7) & une vitesse dd0 mLmin’. L e p r éutianldesd 6
protéinesutilisées (Fig.16-b) est obtenwp a r d®p1tt de 200 téhant lesd un e
enzymes (FateDH, FaldDH, YADH, PTDH) dans les quantités utilisées initialement dans

| 6 e n c a plesprotéines sont quantifiées par la méthodBrddford (Fig. 1€a).

p.29
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(a) (b)
0,3 = 35
S e 2 30
o) @ 2
o)) / £ 25 f i .
w 0,2 © N protéines
w / S 20 Lo
Iy D/ a i
: y; 815
S 01 " y=0,0041x 2 40 I
3 /ﬁ R2#=0,9903 b= {
= 1 g 5 &-"'@
< 0 E/G ST I cathi e
0 20 40 60 80 0 2 4 6 8 10
[BSA] (g/L) cumul du volume élué (mL)

Figure 16: (a) Courbe de calibration des protéines étaloengar la méthode de Bradford. (Brofil
do®l uti on des prot®i nes s uwG2sMediaocmmne ddexcl usi on

Les enzymes contenues daes surnageastle synthesesont sépamsde la méme maniére, les
profils doé®l| ut cetunde s2férance de oomenanceRrsaxinibEs enzymes sont
éluéss avec 10mL de solution tampon & 5 mrhin™, des fractions de 0,5 mL sont collectées et la
colonne est rincée par page de 10 mL de solution tampsopplémentaire. Les différentes
fractions sont dosées par le réactif de BradfordBBA é&ant utilisée comme protéine de référence

pour la courbe de calibratidfig. 16-b). Les protéines sont élegentre 2,5 mL et 4,3 mL

[.1.2.3 - Pureté des enzymes
L6®l ectrophor se e aulagrgldulfatd de spduniSDESRAGE) Inausna d e
permis de v®rifier l a puret® de | 6enzyme que

production.La protéine surexprimée au sein tboratoire, la phosphite déshydrogénase, a été
purifi ®e par chromatographes db6apesnde®psui fco
|l a pureté des, éahphtuislileams ¢étapesohd Ilcanprddeéc
par SDSPAGE! Pendant la préparation des échantillons les protéines sont dénaturées par
chauffage a 95 °C et se dissocient en amig®s. Le SDS est ajouté, car il se complexe aux
différentes sousnités par intections hydrophobes, ce qui confere une charge négative aux
protéines. Les protéines sont chargées sur un gel de polyacrylamideed $2% ensuite séparées

sous l'action d'un champ électriquenstant (120 V) qui les fait migrer dans le réseau
tridimersionnel du gel de polyacrylamide.e s pr ot éi nes colndsrpéndastdi t e

heure par une solution au bleu de Coomassie, une soluton di ét hanol acidif

permet la d éoloration du gel de polyacrylamide . L es det ai |l s technigq
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compositions du gel et des di fférentes solutions ut il i sé
annexe. Les poi ds mol écul aires des protéines son

marqueur de taille  ut i | (Fg.&7).

A
132 K =
90 K == g
55 K e
43 K S

MK—- —

29K - -

Figure 17: Standards de poids moléculaise(Cruz Marker™) montrant le panel de marqueurs
comples (A) et les marqueurs individuels de 132 kDa (B), 90 kDa (C), 55 kDa (D), 43 kDa
(E), 34 kDa F) et 23 kDa (G).

[.1.3 - Dosage des intermédiaires chimiques de la cascade enzymatique

Le dioxyde de carbone est réduit successivement en formiaterpfosmealdéhyde et enfin en
méthanol. Chacune de ces transformations implique des enzymes qui, en méme temps, vont oxyder
le cofacteur NADH en NAD. Cinq différentes molécule€CO,, formiate, formaldéhyde, méthanol,

NAD®, NADH) doiventdoncétrequantifiéesafin de définir toute la cascade enzymatique.

.L1.3.1-Le CQ

Le dioxyde de carbone est peu soluble dans
diminue avec la température et la force ionique, et augmente avec la pféSsias.basse pression
(O 0,5 MPa), | a s ol ubilaloideRHerywEN whilieo agyedxele @3est c ar b o
hydrat® et forme une peti t e emrainempuoervariatiomde dHodeci d e
la soluton tonstant e doéhyddarnast alt 6 &amu 26pia’y.B0orsque le CQ
gazeux estsolubilisé dans un milieu tamponné (pH > 5), il se décompose en bicarbonate et
hydrogénocarbonate en fonction du pH de la solution. De la méme fagosolution de carbonate
de sodium ou potassium acidifiee (pH < 6) entram&formation majoritaire de dioxyde de carbone
gazeux dissBig$8.dans | 6eau
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Figure 18: Répartition des especes carbonatées dans un milieu tamponné en fonction du pH de la
solution.

La quantificationduC@gaz eux pr ®sestppbsdabsel paauvuanal yse d
apres acidification de la solution, ehromdographie en phase gazeuse (CPG) awex détection
par conductivité thermique (TCDu par ionisation de flamme apres méthanation (FID¥.type
d 6 anal yaserometaausetétude cinétiquar(ét de la réactiortraitement analytique long et
fastidieux) D6 a pr -Schuhachkeoeteg eollaborateurd est possible de su
des concentrations de GGazeuxd a n s pér nesarede pressiofi? Bien que cette méthode soit
moi ns pr ®ci se CpPQg 6 unbedo@uiradi sz yeme produi sant du
pu étre observée en tempetel pendant quatre heuregEn Australie, S. Satienperakul et ses
collaborateur®nt mis au point un procédé de détection dy €0Oflux ferné avec um fiabilité de
95% par rapport & une analyS8®Gcouplé & undétecteu CD.®° Floate et Hhn ont montré que la
détection simultanée d0O, et ce O, dans un solvant neaqueux est possible grace a la mise au
point doéun capt°®lLes gazpléserst dars aihei solitionude diméthylsulfoxide
(DMSO) s on't rdui ts sur une mi cr os@hilded enramaliedesd 6 o r
variations de courant déteetepar chroneampérométrie et voltamétrie cycliquee CQO, possede
une bande de vibration caractéristiquardrarouge (R) qui peut étre détectée avec un laser IR en
cascad&’ Ce rayonnement, couplé & un détecteur mercure cadmium te(M@&) permet la
détection spécifique du G@issous avec une précision maximale dend."* (0,0008 molL™).

Nousn 6 av o ns $Ppaosuerte matériel ales appareillages nécessaipgurla détection
du dioxyde de carbong@ i s s o us (déteateurs spécdigues, baromédiassepression) Nous
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avons donc cherclaes méthodes alternativesur vérifier la transformation du GQ@ar le systeme

enzymatique en présence du NADH.

[.1.3.2 - Le cofacteur NADH

Le couple oxydaéducteur NAD/ NADH poss de un maxi manddabsor

la forme réduite en possede un autre a B40(Fig.199avec un coefficient
égal & &220L.mol™.%®

N
N o W
1

NAD*

—
-~ u
1

NADH
0

Absorbance a 340 nm

5
O T T T T T T
180 220 260 300 340 380 420 460

Longueurd’onde (nm)

Figure 19: Spectr es

déoabsor pti 0 (forrdemsydée,cduabe grieetr NADHN(fobne
réduite,courbe noirg a

0,1mMdang 6eau pur e.

L 6 ab s or M@ nnt estproportionnelle a la concentratiatu cofacteur réduitNADH).
M°® me s |l e coefficient dbéabsorption mgodmxbr e
220 L.mol* est communément admise et permet de calculer des concentrations de NAD&llgrace
relation de Beer Lambert. Les réactions, dans notre étudétéssiuiviesspectroscopiquaentpar

apparition ou disparition du NADId chaque fois quies conditions le permettit. En effet, nous

d o

pel

avons remarqu® que | e sépoaittem préseticd debdixyde Wecarbore, d u

ce qui peut fausser les résultats. Nous avons donc tenté de déterminer les différentes espéces
r®sul tant de | 6intedaosi éddMeant adi NADK @tr o@Oser

détection du NADH.

Le NADH posséde également pic de fluorescence en solutio®@ nm alors que la forme

oxyd®e noef Cespropiéiéd e flypmscence changent lorsquddetearse fixe dans

le site actifdd 6 e ndly mest al ors possi bl eréadtensSau s/ red d 0 ®rv S

pas utilisé cette technique.
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Les formes oxydées et réduites du cofacteur sont aussi facilement détectables avec un détecteur
a ionisation de flamme (FID). La difficulté que nous avons eu consistait a pouvoir séparer ces deux

especes trés sitaires sur une colonne chromatographique (partie 1.3.2.3). Nous avons également

guantifi ® |l e NADH de fa-on classique, par mesurt

1.1.3.2.1- Limitations désactivation naturelle du NADH

La forme biologiquement active du cofae u-i,4NADH) peut étre inactivée par une réaction
dohydrat ata)onquiFige 2maduit par une baisse doi
| 6apparition débune nouvelle bande 290 nm (e
(changemend e confi guration de -NADHnol ®t aeNADH).dLene | & f
r®@action doébhydratation peut tre | {Bphwspat®e gr C
d®shydrog®nase alors que | 6anom re U diblel!l a mo

menant & la désactivation du cofacteur (Figap8
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Figure 20: Désactivation de la forme active du cofacteur. (a) Les deux modifications du NADH

entra’
NADH).

nent

Biochemistry, 1977.

un ef fet

irréversible (I1).

Cotton, faibl e

Figure tirée de S.L.

apr
(b) Modifications successives do-NADH par hydratation et anomésation
entrainant sa désactivation

s -hydrat .

Johnson et al.

Le cyclenicotinique(Fig. 20b, entouré en rouge) est hydraté plus facilement en milieu basique,

al or s qgue | a

entra’ " ne une
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doeffet Cotton. L6intensit® des pics doéoabsorpt
gudunel mobaede dbéabsorption apparai-t "’ 290 nn
dohydratation est plus haute que celle de | 6an

soit plus faible’® Nous avons incubé une solution de NADH (0,5 mM) dans des solutions tampon de
phosphate de potassium ° diff®rents pHNa$ obse
avons déterminé les vitesses de désactivation de la forme réduite biologiguement active du cofacteur
(b-1,4NADH, la seule forme qui absorbe a 340 nm) sur la gamme de pH étudié (Fig. 21). Les
vitesses de réaction sont la moyenne de trois expérierargses en parallele.

.5ﬁ0’8

® .

2E 06

Q

g§304

ST V7

%D

o< 0,2 A

]

= .

-“;’ O T T T T T
4 5 6 T 8 9 10
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Figure 21: Désactivation du NADH est prépondérante par anomérisation a pH<5 ou par hydratation
a pH>7 .Essais a 27 °C dans un spectrophotomeétre automatique a plaques pendant 30

minutes.

La disparition de la forme active du NADH esipide dans un milieu tamponné acide (0,38
uM.min™® & pH 4,5) ou basique (0,7 pM.mira pH 9,3). Cependant, & pH76 la disparition du
NADH est minime avec une vitesse de disparition de 0,1 pM:niirest tout de méme nécessaire
de comparerlesprofid e di mi nuti on doéintensit® de | a bande

réactions sans enzymes ou sans substralisuies de réaction).

[.1.3.2.2- Limitations interactions NADH -CO2
Déaut r e jestconnupourese cGrmplexer de facon réviersibbec les amines primaires,
groupements présents sur la molécule NADMs réactions de complexation des amines libres sont

®gal ement possibles avec | dacftde carbonique ou

p.35



CHAPITRE I Analyses et caractérisations

RNHCO,Hf————RNHCO;| +RNH,

Q @]
£||%
g Al
= I|= +
i |17 |RNHi[RNH,
\¢)
¢By ‘:b‘l !O&“?'
H H 1

H,CO, HCO; coy|

pH

Figure 22: Schéma réactionnel général incluant toutes les réactions possibles entre une amine et les
espéces Cgcarbonates. **) Représente la protonation instanté@ des especes=)
Représente les transformations cinétiques observables. Figure tirée de N. McCann et al, J
Phys Chem A, 113, 17, 50:5029.

Le cofacteur NADH qui possede deux amines primaires libres est susceptible de se complexer
doaut ant p i avex les raofeculdsedm & @azeux dissous par effet du rapprochement
stérique des fonctions amines. Le QDo ur rait donc sdaccumul er dans
avec le NADH, ce qui pourrait limiter les différentes désactivations détaillées auparavant. Nous
avons pu observer que |l a bamdlaD#iodbspaptai otndéda
rapidement en présence de £dlssous. Nous avons veérifié ce phénoméne en observant la variation
déabsorbance de di-lf4NADHearB840enm awscodrsudt terops. Desdcevettés
PMMA de 2 mL sont enroulées de papier aluminium pour protégerllessdoi ons de | 6expo
lumiére. Le NADH (1,5 mL, 0,5 mM) est incubé sous atmosphére ambiante ou sous atmosphére
saturée de CQ(Vga,= 0,5 mL) et thermostaté a 37 °C pendant 24 heures. La proportion de volume
gazeux est 25% (v/v) (Fig. 23).
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Figure 23: Evolution de [ dabsorbance - 340 nm dobébune solu
25 °C en présence ou non de dioxyde de carbone pendant 24 heures. (a) Mise en place de
| 6exp®rience. (byoBbbspabancencduapt ®r i stique du

La vitesse de disparition de la forme active du NADH dans une solution non tamponnée a 37 °C
(0,13 pM.min%) est comparable & celle dans une solution tamponnée & 25 °C (Fig. 23). Le pH des
solutions est vérifié avec du papier pH a la fin de réaction, la vatéBrpest systématiquement la
méme. Lorsque le cofacteur est exposé a du dioxyde de carbone dissous dans une solution non
tamponnée, la vitesse de disparition a 37 °C sur les deux premiéres heures de réaction est multipliée
par un facteur 20 (2,49 pM.mf). Le méme phénoméne est observé & des températures plus basses.
A 25 °C on observe une augmentation de la vitesse de disparition de 0,06 j¥.ly88 puM.mift

lorsque la solution est saturée de gfacteur 20).

Une deuxi me sQ®riad®teexmp®erermndesl avidsRes acti vat
hydratation par catal yse aci@Gwc e NADR. Les cuvaitest dou
PMMA de 2 mL sont prot®g®es de | a lumi re par
de NADH (1 mL, 0,25 mM) sont incub®es dans de
types dobat marsambiantee uinCQOyaz inerte | 6azote) pend
ambiant contient 0,045% de @04 50 ppm) qui est susceptible doé°
avec le NADH dissous. La proportion de volume gazeux dans la cuvette est de 50 % (v/v). Les
varidk i ons dodabsorbance sont observ®es de 220 nm

p.37
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(@) (b)

Absorbance a 340 nm
Absorbance

0 8 16 24 32 40 48 220 260 300 340 380 420
temps (heures) longueur d'onde (nm)

Figure 24: (a) Cin®tiques de disparition du pic dbéabsor b:
Spectres UW'i s des sol utions de NADH apr S 4 2 heur e
atmosperes.

La vitesse initiale de disparition du pic de NADH a 340 nm pendant la premiere heure et demi

et sous atmosph re do#iestcomparhbleaanxtvitegsasstde dispabitbn O M

| orsque | e volume gazeux est redui t . Ceci ten
cin®tiquement |imit®e par |l a solvat a®@aemsa® du di
Lorsque le CQe s t pr ®sent , cette vitesse de di ®pariti
mais est r®duite en pr®sence ddun Egna zp ri@seerntcee cc
inerte apr s 48 heur es, dntllondncuivd en préséncerdu ghdimeklies or b
est de | 6ordre de 10dsge al 6 ® s lesty ontocieul bl @ naevsetc ddee 895
95% | orsquéd6 il est incub® avec du dioxyde de c:

avec du paier pH, est identique dans les trois expériences. En utilisant du Ke@fme source de
CO, dans une eau déionisée, soniquée et tamponnée a pH 6,5, on observe une vitesse de disparition
du pic a 340 nm similaire. Le KHGOpeut donc étre utilisé a la place du £&in de mieux

contrler les quantités introduites de gaz dissous.

Ces deux phénoménes, désactivation et complexation avec les espéeces carbonatées, ont dans
tous les cas un effet a long terme (une heure deréastion) | es spectres dobdadso
UV-Vi s . ! faut al or s d®f i nir dbéautres m®t hode
cinétiquement longues, que celle du suivi de la disparition du NADH par UV.
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[.1.3.2.3- Solutions de dosage du cofacteurenzymatique NADH

Pour la quantification du NADH dans des réactions enzymatiques rapides ou qui ne contient pas
de CQ, la méthode de dosage en UV est tout a fait adaptée. La calibration du spectrophotometre
automatique dont le trajet optique est inconnernet de déterminer la réponse du NADH pour
chaque campagne de mesure (Figagd.a méthode élaborée en chromatographie phase gaz permet
la séparation des deux formes (oxydées et réduites) du cofacteur. Le coefficient de réponse par le

détecteur a ionigimn de flamme a pu étre déterminé (Fig-t®5 Les mesures quantitatives sont

possi bles gr©ce ~ | 6aj epuetntddwd . EtLal osnololrtti eornn ed
Cuw/ 1000 = 9,2 mM) est m®l ang®e jéctionén@&EHDa(h:10i | | on
(VIV)).

(a) (b)

0,45
1.4 =
£ < 04~ 0,040x - 0,015
1,2 - E | y=0,040x - 0,

S E 0.35 R2 = 1,000

s 1 - y = 1,494x 5 03

© 0 R2= 0,999 < 025 -

L] ! [%)]

3] 2 02 -

% 06 - ‘© ' &

< 5 015 -

=) — )

204 - 5 01 L

L go 2 005 _.¥'=0,0182x - 0,0066

’ x ¥ R2 = 0,999
0 1 1 0 T T T T
0O 02 04 06 08 1 o 25 5 75 10
[NADH] (mM) [cofacteur] (mM)

Figure 25: Courbe de calibration du cofacteudans une solution tampon phosphate de potassium
(0,1 M, pH 7). (a) Par mesur e FiDafbrme mrdudenene 34
ligne pleine, forme oxydée en pointillde

Les seuils de détection sont de 0,37 mM et 0,36 mM pour NADH et'Né@dépectivement. Les
seuils de quantification sont les mémes (1 mM pour les deux composés), trop faibles pour étudier la
réaction de transformation du @@n formiate. Concernant le pic de la forme réduite du cofacteur
(NADH), les chromatogrammes ne nous permettent pas de différencier la forme biologiquement
acti-¥4NADMH) de | 6®nanti om r el48ADHANADHXafigufe®®).me hy d
Lamesu e d6absorbance ™ 340 nm reste | a solution

cours de ce travail de thése (sauf lorsque le NADH est incubé longuement en présernge de CO
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1.1.3.4 - Dosage du formiate (HCOOQO)

La réaction lglus complexe dudier se trouve étre celle réalisée par la premiere enzyme de la
biotransformation qui catalyse la transformation du €®formiate et du NADHen NAD L 6 ®t ude
des vitesses initiales doit pouvoir se faire dans un temps restreint pour ad pas®r tedans | 0 ®t a
lequel le systéme se trouve quand il est analysé. Nous avons testé de nombreuses méthodes de

dosage pour pouvoir ®tudier pr®ci s®Ement | es cor

[.1.3.4.1 - Méthodes enzymatiques

Pour le dosage ddormiate, cdux méthodes enzymatiques sont reportééisant la
formyltétrahydrofolate synthétaset la formiate déshydrogénase” Lo ut i | i S@&tnizyme d e
formyltétrahydrofolate synthétase o mme |J&aRalfinawitz en 1978 peut difficilement étre
mi se en Tuvre car | 6 e nz YPang le sedonde tméthpdesflaniatemme r c i
déshydrogénase immobilisée oxyde le formeitgéneée du NADH. La concentration en NADH est

proportionnelle a celle de formiate transforhé NADH peut étre quantifié soit par son absorbance

340 nm, soit par | 61 nti egvate®dni pigmene coldr® (len e di
iodonitrotétrazolium violet] nax= 550 nm) , éhndpmopastionndlea a la guantité de
formi ate oxyd® par | 6enzyme. Cett e damsRbtite@ate en z

étant donndéjue nous étudions lg&action inverse réalisée par cette enzyme, la réduction dercO
formiate. Nous avons alors test® dbéautres moyens de

| Gutilisation dbéenzymes, | es m®t hodes de d®t ect

[.1.3.4.2 - Méthodes chromatographiques

Nous avons alors testé chromatographie liquid®nique haute performance (HPLC) munie
déune r ®si ne ®c hessaipstats effectdds aonllaboration aveC le Br. B. Prélot
(ICGM - AIME) mai s nobont pas donn® de r®sultats sati
utilisées. La chromatographie ionique haute performance est utilisée pour séparer les différents
constituants du syst me, | a phas e(DenexaCarboPacn ai r e
PA20), la phase mobile un tampon carbonate de sodium (2,7 miEQ4a 0,3 mM NaHCQ). Nous
ndavons pas pu d®tecter | e formiate enrEUV =~ 2
revanche, nous avons été en mesure de détecter et de quanfiieridée par conductimeétrie (Fig.
26-a).
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Figure 26: (a) Quantification du formiate (tr = 2,5 minutes) par conductimétrie dans un tampon
phosphate de sodium (HROQ tr = 2,3 minutes). (b) Effet de saturation du tampon
phosphate dés 10 mM (noir 0,1 mMiolet 1 mM; bleu 10 mM).

La réaction de conversion du dioxyde de carbone en méthanol se fait dans un milieu tamponné,
| or s de |fdimaiateach présenceddu tampon utilisé lors des réactions enzymatiques, le
détecteur conductimétrique est saturé par la présence des ions phosphate dés 10 m\d)(Hig. 26
pic chromatographique du formiate (tr = 2,5 min) est caché par celui des iaphates (tr = 2, 3
min). Pour pouvoir quantifier le formiate, nous avons réduit la concentration du tampon de 10 mM
(bleu) a 1 mM (violet) et a 0,1 mM (noir). Nous avons ainsi déterminé le seuil de saturation du
détecteur pour une concentration en ionssphate de 10 mM, seuil au dela duquel la quantification
du formiate est Il mpossi bl e. (! pourrait tre
utiisantunepr&e ol onne sp®ci fique ou par extraction de
avans test ®, sans succ®s, déacidifier | e milieu
dans de | 0®t her de p®trole et ne plus avoir d
couple HPO;/HPO* & 1 mM est insuffisant pour maintenir le g milieu réactionnel, cette

m®t hode ddédanalyse ne convient donc pas ~ notre

Lébanalyse directe adu®tf®o rtneisa t@RempstiblddE@aesfE|tld r v ®|
rapport'®0/**C de la molécule est trop important pour étre détecté par fiomisde flamme?® La
d®t ecti on par spect roos pluséire appliguéa causesdesequantiéatropas p
faibles de formiate obtenueBour palier a ce problenmenalytique la solution envisagéa été la
dérivation du formiat@ar le pentafluorobenzyloromidFB-Br ) ( Fi g .uneX@&tgctiospan Vv i d
spectrométrie de massE€ette réaction dedérivationp e u t tre catdd piBe®e par

couronng18C6)et de carbonate de potassilfin.
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(a) F F
F F OH F F
* — * HBr
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Figure 27: Sch®ma r®actionnel (a) de l a d®rivation de I
bromide (PFBBr ) . ( b) Sch®ma r®acti onn-Brlen éxegés lpdui nact i

| 6extraction o0-0@HNni que du PFB

La proc®dure est simple et rapi de. Dans un
tamponn® © pH 6,8 est m®l ang® ~ brdmiden(lOO chk danse s o | |
I 6 a c GLe mbe est homogénéisé par vortex cing secondes et lsdaissée réagir une heure a
60 AC. Apr s refroidi ssement de |l a soitrimt i on,
bromobenzeéne (TBB&a 100 mM dans le-h e x a n e ) ai nsi gudune pointe

sodium. Les tubes sont centrifugés 15 rair8 500 tr.mift, ou laissés décanter 30 min sur la
paillasse. La phase organique est ensuite récupérée et injectée en chromatographie phase gaz avec
détection par spectrométrie de masse. Nous avons injecté les échantillons pour établir la courbe
d 6 ®t agé sun une colonne polaire $¥B50», Restek) et une colonne apolaireDE225 »,

Agilent). La réaction du PFBr avec le formiate pouvant étre incompléte, nous avons décidé
déajouter u 2€0s,c28 tmisl)l agtiséeparrun éther couronne (18C6, 7 nu) capte
sélectivement le potassium comme décrit par B. DAvis procédure delérivationest la méme

gue précédemment. La phase organique est récupérée par décantation et injectée en chromatographie
phase gaz ®qui p®e dobébune colonne polaire SPB50
28-a).
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ge es du |l ogiciel-OCOM@an3,3Imainutesdte pr of
®t al on rn

e TBB -~ 13, 6 -0COHEKE s . (b) Spe

o

Dans le spectre de masse (Fig:(38le pic a m/z = 45 correspond au foatei et celui a m/z =
181 au pentafluorobenz ne. Le d®tecteur de mass
®l ectronique nobdest pas en mesure de d®tecter |
ndavons pas pu ob®ereweredé apgopotii ® dal f or mi a
et le rapport des aires (A ocon/Airetgs) pour des concentrations allant de 0,1 mM a 5 mM. Cela

est probabl ement d¥% aux nombreuses ®tapes doi

d®sactivation et | 6extraction.
1.1.3.43-271 AAOET T AT 11T OEi i OOENOA AOAA 1 68AAT OAI EAA
La détection du formiatpeut étre aussi suivie par &/vec | a f or mexerougen d o6 un

absorbant a 510 ngnle formiate réagit spécifiguemeavecu n m® | a n gigde acktiqgaeneh y d r

ddoac®t ami de contenue dans (i@ réastion dutfdrntiate avet c al i |

| 6anhydride ac®tiqgue est r®alis®e dans des tub
solution standardl e f or mi at e est ajout ®  -2plconten@rt ded 6 un e
| 6ac®t amide (0,1 g) et de | 6acide <citriqgue (5
ac®tigue conserv® ~ 4 AC et 10 OL dopréparéesol ut i
pour | e dosage. Apr s 2 h de r®action °~ temp®r .

la courbe de calibration tracée (Fig. 29).
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Figure 29: Dosage du formiate par r®action col ori m®t r i que

Cette technique de détermination a été développée pour quantifier le formiate dans un milieu de
fermentation pour des concentrations allant de 0,5 mM a 15 mM. Nous avons pu détecter le formiate
d s 0,1 mM, mai s | a cour b e failleeconceattatiom. Les tvilesses n 0 e
initiales des réactions doivent étre déterminées apres un court temps de réaction, la méthode
anal ytique doit °tre en mesure de gquantifier d
par cette méthode de skpge.Nous nous sommes attachés a trouven e m®t hode dba

présentant moins de déviations avec la méthode spectroscopique.

[.1.3.4.5- Conclusion pour le dosage du formiate

Parmi les méthodes existantes pour quantifier le formiate, les deux métroasatiques
pr ®s ent ®es ne sont pas applicables ° notre ®t
formiate déshydrogénase a partir du,@0nt inférieures aux seuils de quantification obtenus par les
méthodes chromatographiques. La variation decdmcentration de formiate est cependant
guantifiable pour des ®tudes de | 6enzyme en o
d®t ect ®e par r®action colorim®trique nodest pas
formiate déshydrogénagsen r ®ducti on peut tout de m°me °tre
formaldéhyde déshydrogénase (Chapitre 2) qui convertit le formiate en formaldéhyde, a condition de

pouvoir quantifier de tres faibles concentrations de formaldéhyde.

1.1.3.5 - Dosage du formaldéhyde (HCHO)

Le formal d®hyde peut §pariagéactioRdde dlast’Gui fait rdagr®@t at d e
formaldéhydea v e cétyladdane et uracétated 6 a mm o mélamge appelé le réactif de Nash
réaction dee vingtminutes a 60 °Celle permet la formation ddiacéyldihydrolutidine (DLL) qui
poss de u ntiorpcaracténbtigae@E om (g 30)
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Figure 30: Schéma réactionnel de formation du DLL dans la réaction de Nash.

Cette réactiortolorimétrique est compléte a pFHmais peut étre conduite entre pH 4 et pH 8.
La sensibilit® dgrandeétabilitél duecompsé obeM ee fora Imailleure
méthode de détection La composition du r ®act iammahiem)dsa s h ( a
susceptible de varier pendant sa préparation. Pour chaque réaction analysée, nous avons
systématiqguement préparé des solutions de réactif de Nlagithese et f ai t | 6 ®t al or
formaldéhyde. Les coefficients de corrélation obtesoist trés réguliers, avec un coefficient de
corrélation linéaire toujours égal ou supérieur a r2 = 0,999. La composition précise du réactif de
Nash &est un m®l ange doéac®tyl ac®tone (0,02 M),
(0, 05 M) audéiorsséedlLes échantillons a analyser (typiquement 200 plL) sont mélangés

au réactif de Nash (1 v/v) et laissés réagir 15 min a 60 °C. Apres refroidissement des différents

®chantillons, 600 OL doéeau d®i oadlamndFigsad)nt aj out
0,5
E 04
o
=03 y=2,157x
Q R2=1,000
T 02
2
(@]
20,1
©
O T T T T
0 005 01 015 02 025
[HCHO] (mM)

Figure 31: Calibration du HCHO par le réactif de Nash.

Cette méthode de quantification est tout a fait appropriée, car spécifique faumaédéhyde
Le complexe coloréormé est stable dans le temps et la reproductibilité tresfamante. Ldimite
de détection se situe a 1 pM et la limite de détermination a 5 uM.
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D6éaut r eformadehyde edisible par détection FID, mais tout comme le formiate, la
valeur du ratid®°0/*?C de la moléculest encore trop graeghour pouvoirla quantifier & de faibles
concentrationsDe plus avec la haute température epla ® s en de nd b6 é¢ d®u nj ect eur d
chromatographiqude formal@&hydepolymérie. Nous avons observé une augmentation du bruit de
fond des chromatogrammes lasd i nj ect i ons 1 ®p ®t ®&H. Gla enfraine ma |l d €
une augmentation des seuil s de d®tection de

recommandé.

1.1.3.6 - Dosage du méthanol (CH3OH)

La derniére réaction qui finit la cascade enzymatigsela réduction du formaldéhyde en
m®t hanol par | 6enzyme alcool d®shydrog®nase. L
protéines on doit pouvoir le quantifier & des seuils inférieurs a ceux qui menent a la désactivation
des enzymes. Le coefficient de réponse du méthanol par détection FID est plus important que celui
du formaldéhyde (rapporfO/*“C plus petit) et permet sa quaitition & de faibles seuils de
détection. la quantificationen chromatographie phase gsr un détecteur a ionisation flamme
est possible jusqud”™ dmM). fi fait bébneneins pouvoic Kpatersiat i o n s
différents composés présentlans les mélanges réactionnelsofacteur (réduit ou oxydé,
(NADH/NAD™M)), formaldéhyde, formiate. Le tampon utilisie phosphate de potassiume
contenant pas dobat omes e présente ppas e signah BID.ne er f  r
méthanol est quarfithble avec un détecteur a spectrométrie de masse s@pasation sur une
colonne polaire eshromatographi@phase gaz, néanmoinsdansibilité de ce type de détectiamxa

faiblesconcentrations nbéest pas suffisante.

Différentes polaritéde colonnes ordté testés seule une colonne polaike€CB WAX 52 CB»
(Agilent) nous apermis de sépaer les composésprincipaux contenus dans les échantillons
(cofacteur, formiate, formaldéhyde) du méthanod pic chromatographique correspondant au
méthanol a unallure Gaussienne (Fig. 32). La courbe de Van Deemter qui représente la variation de
la hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT) en fonction de la vitesse du flux du gaz
vecteur permet de déterminer le flux optimum pour avoir le pic chromatogtegpla mieux deéfini

(pic fin & allure Gaussienn&).
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hx0.606 hi2

l ; (W=035mn v
tR=15mn

Figure 32: Al lure Gaussienne doutkl pi tempbsotheat o®taephi gue d
|l argeur extrapol ®e duhayeurcdu pid, hlh hauteua digp é (1, 2 0mil a
| argeur du pic aux 2/ 3Jupmce | a hauteur et A | dair e

Trois équation&' permettent decalculer le nombre de plateaux théoriques (N). Nous avons

choisi de calculer le nombre de plateaux théoriques en utilisant la base extrapolée (fEqpi5).

Nw o vt Nwo pe ——

v 0 ” - ] . Qo
w0 po n T 5

Equation 5: Méthode de calcul du nombre de plateaux théoriques pour une colonne
chromatographique. Grace a la base extrapolée du pic (a) a la largeur du pic-ldannteur
(b) ou ” | 6airgl dutemps (d¢ .r Bvewctiton du pic et
pi c, a | a |-rauteue du pic; h Ima haut eur de pic et
chromatographique.

La hauteur équivalente en plateaux théoriqgues (HEPT) se calcule simplement en divisant la

longueur de la colonne par le nombre de plateaux théoriques (Eq. 6).
‘000 "Y;+-
0

Equation 6: Calcul de la hauteur équivalente en plateaux théoriques (HEPT).

Le probleme que nous avons eu en utilisant la chromatographie en phase gaz a été la séparation
des petites molécules organiques volatiles trés simildires. pi ¢ doéi nt ®r °t , celu
étre parfaitement défini pour permettre une quantification rigoureéassourbe de Van DBarter est
tracé dans des conditions figg: vo | u migjectibro=1 pL et € mp ® r ainbjactiore = 28M°C.

Le programme en température du four:é52 °C gndant3 minutes, morge en température de 50

°C & 23 °C (20 °Cmin™) et 230 °C pendant 5 minuteka température du détecteuar ionisation

de flamme = 250 °ClLes conditions chromatographiques ainsi optimisées, la détection de la
mol ®cul e doéint ®r °t | Nous @a®rts ar varer |13 vitesse tlu gazlvectewls eto p t i

tracé h courbe de Van Deemter du méthafiih. 33a), le flux optimal doit étre choisi a peine
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sup®rieur ° cel ui dont | e HEPT & sttracéna courbaden, no

calibration du méthanol par détection FID (Fig-t83

(a) (b)
250 - .06
< 05 - y = 0,0525x
200 E ’ R2=10,9998
150 <E
= 1 <
:
T 100 - ©
o
=
50 - g
]
1
O T T T T T O T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 2,5 5 7.5 10
flux (mL.min") [méthanol] (mM)

Figure 33: (a) Courbe de Van Deemter représentantiauteur équivalente en plateathéoriques en
fonction de la vitesse du gaz vecte(n) Calibration du méthanol par GEID.

Les pics étant toujours bien déterminés, la courbe de calibration du méthanol est linéaire de 1 a
plus de 10 mM. Le seuil de détiect du méthanol se situe a 0,05 mM, celui de quantification a 0,2
mM.

Nous avons ®gal ement v®r i fi ® quobdaucun des
néinterf re avec | e pic chromatographiqgque serv
comps ®es de | 6 ®peatdnol,r0,2 mM)t de NADRH (10 M), de NAILO mM), de
HCHO (10 mM) et de méthanol (10 mM) ont été injectées ef~®(Fig. 34).
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Figure 34: Superposition des chromatogrammes de solutions de formaldéhyde, méthanol,, NAD
NADH et de | 6 ®t a-pemtanoi. nt er ne, Il e 1

Les différents chromatogrammes sont supermséau moyen du logiciel
VarianStarChromatography. Chacun des pics chromatographiques est différencié et ne se superpose
a aucun autre. La méthode chromatographique estajmpropriée pour le dosage des intermédiaires
de la cascade enzymatique tels que le formaldéhyde, le méthanol, 1& MARADH. Seul le
formiate nbest pas d®tectable par cette technic

[.1.3.6 - Conclusion dosages

Bien que certaines des molécules decéscade enzymatique ne puissent pas étre dosées
spécifiquement et de maniere précise a de faibles concentrations fléeG@rmiate) la mise en
pl ace des dosages pr®cis pour | es autres compo
enzymatiquelLa réduction du C@par la formiate déshydrogénase a été démontrée par la détection,
avec le réactif de Nash, du formaldéhyde produit en cascade par la formaldéhyde déshydrogénase.
La consommation du formiate par la formaldéhyde déshydrogénase a étérdémanla détection,
en GGF | D, du m®t hanol en cascade gr©ce ° I dactio
des enzymes s®par ®es est ®galement possible gré
lorsque des réactions téemoins sont memr@egaralléle. Les enzymes sont ensuite immobilisées dans
des matériaux (Chapitre 3) qui sont analysés et carastgraedifferentes méthodes physico

chimiques.
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|.2 - Caractérisation des matériaux

Les enzymes ont été encapsulées par la suite dans despsuies de silice, dont la synthése
sera décrite par la suite et les matériaux ainsi obtenus ont été caractérisés par diffraction des rayons
X, adsorption ddbazot e, analyse thermogravi mo®t
transmission et tomogphie structurale. Les observations par MET, MEB et tomographie nous ont
donné les informations morphologiques nécessaires a la compréhension de la formation des

différents matériaux.

[.2.1 - Diffraction des rayons X (DRX)

Les diffractogrammes ont été ré&als sur un diffractométre BRUKER D8 Advantes rayons
X diffractés correspondent alarai®lKk du cui vre de=|lbngdEari .dolomaep
®qui p® doéun d®tecteur BR| KypdBraggBmentandc yéehantillorea mo nt .
une orientation fixe par rapport au vecteur défraction. L'angle d'incidence du faisceau sur la
poudre est appelkfet I'angle entre léisceau incident et le faisceau détecté eft@e montage est
en configurationd-d : I'échantillon reste fixe tandisug le tube et le détecteur bougent de maniere
symétrique d'urangled. Les diffractogrammes sontdde®©3ect u®s
6°. Lavar i at i odns'opdré pan gas ee 0,0197° toutes les O,Rastaille moyenne des
cristallites estiéterminée par la formule de Schef(@guation 7)qui lie directement la largeur a mi
hauteur d'un pic de diffraction a la taille des domaines cohérents

o 1
Aijoan, O
Equation 7 : D(hkl) correspond a la dimension des cristallites, K aacteur de forme (pris égal a
0,89)," |l a |l ongueur ddodudawvredbe 15406 A)alia éa pesition du

pic, L a la largeur a mihauteur du pic et s a la largeur a nmiauteur d'un pic étalon,
choisi aproximité du pic considéré.

L 6 ®t extbroerposséde une taille de cristallite supérie@@a A. L'échantillon de référence

utilisé comme étalon est un monocristal de corindBRUKER AXS Korundprobe 51,5 x 8,5).

[.2.2 - Diffraction de lumiere polarisée et potentiel Zeta

Les mesures de ditution de taille des particules siliciques ont été effectuées sur un appareil
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern). Les biomatériaux (0,5 figsbont dispersés par ultrasons pendant
30 secondes dans une solution tampon a différents pH (Hepes, HCI, 0,1 Mhekages de
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potentiel Zeta sont faites sur le méme appareil (Zetasizer Nano ZS90 (Malvern)) dans une solution
saline ([NaCl] = 0,1 M) tamponnée a pH 7 (Hepes/HClI, 0,1 M).

1.2.3-- AT T 17 OOEA ABAAOI OPOEI T AGAUI OA

Les isothermes doOoaddoapdt en” eV 7 dBur whapsaei®p ®i 0 IR
MI CROMERI TI CS ASAP 2020. Pr ®al abl enéhmg) ést | 6 an
dégazé sous vide (4@Bar), a 80 °C pour ne pas détruire les biomatériapgndanisix heures afin
d 6 ® i mespeéees physisasbées a la surface du solide.

La d®t ermination de | a surface sp ®cBmmetteiue s O e

E. Teller (BET§2 Dans le casles solides mésoporeux, la distribution de la taille des pores est

déterminée par lméthode d@roekhoftde Boer®?

[.2.4 - Microscopie électronique a balayage (MEB)

Lé6®chantill on, pr ®al abl ement br odaehésifdosble f i x ®
face carbone et de <coll es <conductpulvédsation deL 6 ®c h
platine.Les observations sont réalisées sous un microscope électronique a balayage atedfapde
HITACHI 4800S d'une résolutiomaximale & 1 nm.

[.2.5 - Microscopie électronique en transmission (MET)

Aprées broyage, le matériau est disperséupbhrt r asoni cati on dans de | 6®
de ce mélangest déposée sur une grille (Copper Holdyacey Carboh L 6 ®eshensuite |
évaporéDes échantillas ont aussi étépréparés par coupe ukmicrotomiquede 3 nm d'épaisseur
inclus dans une résinacrylique (R WHITE) et par cryeultramicrotomie Les observations sont
réalisées sur un microscope électroniqueaaismission JEOLL200 EX Il munid 6un canon
électrons a émission theranonique a unetensiond 6 a ¢ ¢ ® lde®10@ kWi. Lesnclichés sont
obtenus sur plan film ou par caméra CQDlympus Quemesa 12 MPixelayec un grossissement
pouvantatteindre 80 000fois pour une résolution maximale de 5 A.

[.2.6 - Cryo MET 3D

Les expériences en tomographie électronique ont été effectués a Strasbourg par O. Ersen et S.
Moldovan. Les observations ont été effectuées sur un microscope électronique a transmission JEOL

210 0 F mu n i doun canon " ®|l ectrons " ®mi ssi on
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mi croscope est ®qui p® doébun correcteur de sond
nanocapsules de silice contenant | re st somiquéey me s
guelguesminutes. Une a cingouttes de la suspension ont été déposées sur une grille de cuivre
recouverte doune membrane de carbone reMdu hydr
L6é®chantill on a ®t® pll@asotg Gquidtaan7d K commem@dilradesge ®
®chantill ons biologiques. La morphol ogie du me
di ff® entes dur ®es dobéexposition et pui ssances
conditions déandbyges®®fF eai tomographi ques sont
de+t6 0 A avec catpuslesr2e Led ihagesaonisaignées en ut i | i sant | 0
corrélation croisé du logiciel IMod. Les reconstructiomsont faites par le logiciel TOMOJ et les

résultas recalculés 10 fois (10 itérationd).6 anal yse quantitative et | e

grace au logiciel ImageJ
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La conversion biocatalytique du G®n méthanol par des réactions en cascade est réalisée par
trois erzymes. Ces enzymes doivent &tadiées pour permettre la compréhension du systeme. La
régénération du cofacteur NADH fait partie intégrante du procédé&lle permett 6 augment er |
rendements de conversiondu£O Ce <chapitre fera ®tat desl 6®t uc
lors de ce travail de th se ainsi que | 6® ude de:
déopti misation syst®mati que sera ®gal ement abol

déenzymes par greffageeneglyiolsni que de chaines pol )

Il.1 - Les enzymes de la biotransformation

L6®t ude de syst neeuse connaissancg préciseedss poudreslenzgmatiques
utilisées euneétude rigoureusdes parametres décrivantdmcatalyseus 6 i mpoée€@ zy mol ogi
est simplement d®f i nie comme | 6® ude des enzyme
la sélectivité des réactions enzymatiques, la compréhension des mécanismes catalytiques impliqués
et de leurvitesse Dans le systeme inteational, les activiteé enzymatiques sont décrites en unités
(U, en pmol.mift) qui corresponentau nombre de matede substrat transformé par minute. Une
activité catalytique (U.mij est |l e rapport doéunit® par anilli gl

masse de poudre enzymatique commerciale utilisée.

II.1.1 - Rappels de cinétique enzymatique

Codest en 1913 que Mi ¢pow &lpremiereedisun vhedelé @nétigu ® c r i v
pour la compréhension des mécanismes enzymatifues.modéle le plus simple repose sur
| 6exi stence doébun compl exe ES, assimi |l ® “ un O®t
substrat SKig. 35).

kl kZ
E+ S« > ES "E+ P
k, K,
Figure 35: Sc h ® ma il lustrant Il a th®orie de Mi chael i s et \Y

forment un complexe (ES) qui transforme le substrat en produit (P).

Déapr s |l a th®orie de Mi cdtardrapgidemerd tin étdtequasie n , I
stationnaire d(ES)/d(t)=0 pendant lequel la vitesse de formation du produit est linéaire. Cette

approxi mation de | 6®t at guasi stationnaire (AE
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not amment | ors do®tudes dbéenzyme stensuitpdévelsppe ur s
des éguations mathématiques spécifiques permettant de défenis const antes doéaf
dissociation des substsapour les enzyma.®° La constante de dissation du complexe ES est
appel ®e constante de Michaelis (Km), ced l e dbo
Lineweaver et Burk ont linéarisé ces équations @écrit une représentation complexe appelé
représentation en double inverse. Cette représentation permet, lors de mécanismes enzymatiques a
plusieurs substrats, de déterminer le mécamismd e | 6 enzyme consi d®r ®e a

parametres cinétiques associés.

Toutes les enzymes utilie® dans cette étude sont des déshydrogémgsesmploient un
cofacteur enzymatique pour transformer leur substrat. Elles forment un complexe ternaire

enzyme/substrat/cofacteur et obéissent a des cinétiqgues complesesdiitix substratBi@y. 36).

Mécanisme schéma
bi-bi ordonné g
) P
uw . hA\ ~w | kl y l kz T A kP k3 x k4
//mv /) E+S; » ES, » ES;S, » EPQ > EQ » |
S 4 k. ks ks k4
(A) il 1/(B)

TheorellChance Si

S P Q

N U) ’,/,/\
)7z T/l ES, EQ

L > ) > 1/(B)

Ping-pong S P S, Q
W Y N . F k1H k., kzuk—z ks H ks ky Hk:&
/V J/ ‘ ES, == FP F FS, = EQ

)

Aléatoire

Sans Interaction entre les sites

v wy

/Y} %) S, S, P Q

L 11(A) 1/(B)

E ES,S, = EPQ E

Avec Interaction entre les sites

1/B)

Figure 36: Tableau représentatif des 4 mécanismes a deux substrats que peuvent réaliser les
enzymes.
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Il existe quatre principaurmécanismes a deux substrats dont les équations de vitesses son
données en annexes. Le premier, le mécanisabé dridonné est un mécanisme séquentiel, dans
lequel le substrat (S1) et le cofacteur (S2) se fixent dans un ordre précis dans le site actif de
| 6enzyme (E), et | es pr oektgalement. Le senond, le mdcanisnged® s d
TheorellChance est proche du-bi ordonné dans ce cas | e compl exe
substrat S2 est directement transformé en produit P. Leetrmsile mécanisme pifgpng est
appelé ainsi du fait de son oscillatiernt r e d e ux f o:ldruense drea tlidveen z(yEne, I
modi fi ®e par | e positionnement du substrat S1 (
ddun ¢ o mpMahatlienntiassijue du fait de la fixation et de la libération complétement

aléatoire des substrags produits.

Nous avons donc vérifié les mécanisnges chacune des enzymes utilséd déterminé les

différents parametres cinétiques dans les conditipasifiques choiss pour la biotransformation.

Les enzymes utiligs ont un pH de travail optimum, pour une méme enzyme, le pH optimum
sera diff®rent selon si | 6enzyme r ®alise une
alcalin sera pluss avor abl e pour d e s Nou® avwnsi étudiés la vhbatony d at i
ddéacti vi t ® endfenstionedn pH poarschacurges enzymes. Dans le cas des trois
déshydrogénases utilisées pour la conversion du dioxyde de carbone en méthanol, nousiavons v

étudier les deux types de réaction (oxydation et réduction).

II.1.2 - Etude des enzymes de la cascade de réduction

Les enzymes sont caractéresepar un numéro de classification numérique (EC x.x.x.x). Le
premier x donne le type de réaction chimigéelisé (Leé pour | es r-redudaidnj,lens do
deuxi me donne | e type de(«Idgounleswualcoolsl@®dowtes r on o
acidesaldéhyds et cétones)le troisiemeed t y p e d 6Ja»qouelestdérivénicot(nigque et
le dernier nombre donne laseud a s s e d é&es enayemesatiiss@our la biotransformation
sont la formiate déshydrogénase deandida Boidinii (désignée FateDH, EC 1.2.1.2), la
formaldéhyde déshydrogénase Rieeudomonas Putid@ésignée FaldB , EC 1.2.1.46) e
déshydrogénase @accharomyces cerevisi@@esignée YADH, EC 1.1.1.1).

[1.1.2.2 - Dosage des protéines dans les poudres enzymatiques commerciales.
Le dosage des poudresmizymatiquescommerciales est effectué par la méthode BCA (par

r®action avec | 6acide di c ienpotkitedes poudesicdpmercibles ¢ 0 my
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®t ant inconnue, nous avons choi si déutiliser |
visavis de certains adjuvamtcouramment utilisés pour purifier les protéines (détergeant

st abi | ilse&inhde dosageecommercidi{ Thermo Scientific, Pierce BCA Protein Assay) Kit

est calibr® avec | 6al bumi ne (Sigma #8673 (Riglkapbai n ( BS
concentratioret la quantité de protéines (Fig.-BY, est calculégar dosage de trois solutions de
concentrations différenteges solutionsde poudresenzymatiquesommercialesont préparées a
partir dou G MEoiketyhedoneRiaeld s0Ont diluées a 1/5, 1/7,5 et 1/1& qui

correspond 20, D et 60 pL dilués dans 300 pL, respectivement (Brgb).

(a) (b)
1 7
£ y=0,132x 26 y=100x| €BSA
o - ’
o) 0.8 R?= 0,999 25 o
[(e] —
Tp] Q@
w 06 | o4 y = 63x | «YADH
o)) Q.
5] | o
€04 23 ;
-e ) :'g 2 - __.Qf“.
§ 02 - £ . q,-v-'/yﬂax &FateDH
< 5 /y:Mx <FaldDH
0] T T T 0 T T T
0 2 4 6 8 0 0,02 0,04 0,06 0,08
Quantité de protéine (Hg) Volume dosé (mL)
Figure 37 : (a) Courbe doé®talonnage du dosage par Il a m®t

protéine de référence. (b). Dosage slesolutions de poudregnzymatiquessommerciales
(BSA —<¢~ , YADH -=&- , FateDH —— , FaldDH --#-). Le coefficient directeurdes

droites obtenue®st proportionnel a la concentration de la solutide référence de BSA
(100 mgurotéine-l—-l)-

La concentrationdes poudres enzymatiquesommercials est identique (100 mgl) a la
concentration de protéine BSA de la solution de référét@@ mgoeineL ™). La pureté de IdBSA
utilisée commeprotéine daéférence estupérieure ou égake98%, ce qui implique quée rapport
des coefficients directeudes droites obtenues (Fig.-BY est proportionnel a la coantration de la
solution de référence. Le dosage des poudresymatiquesommerciales gpermis de mettre en
evidence leurqualité aléatwe et la faible quantité @ protéinesprésentes dans ces poudres,
notamment pour la FateDH et la FaldDlt¢s troispoudresenzymatiques commercial@gcessaires
a la bioréduction du C£en méthano(FateDH, FaldDH, YADH) contiennentespectivementL60
mg, 140 mg et 630 mg de protéines par gramme de poudre commerciale.
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Ces résultats sont concordants avec les données disponibles pour la formiate déshydrogénase
extraite dGndidadBoidigiderSigmamddrich (réf F8649). Le fournisseursilonnent
deux informations pertinentesiqa o n t | e nombr e do wramne®e maudrey mat i
commercial(ll Umgh) e | e nombre doéunit® enzy@btUimgue par
En faisant le rapport de ces deux donnéastrouve une appraxation de la quantité de protéines
par gramme de poudre commercjadeit 66 mg a 200 mg de protéines par gramme de poudre
commerciale. Les informations complémentaires de la fipheduit permettent de savoir
gbappr oci 20%tde la massgenpoudred 6 e n z y me csomhdes pratéinesiqa ont

été dosées par la méthode du biuret.

Pour toute | 6® ude des enzymes de | a biotran
masse de poudrenzymatiquecommerciale afin de faciliter les comparais@mge les différentes

expériences et cebele la littérature.

II.1.2.3 - Réactions préliminaires

Les solutions tampons ut i lemzgmese et dupsgstemmlyt 6 ®t u d ¢
enzymatique sont const it uedigrogtriphosphate®é potagsiam d 6 u n
([KHPO] =1M) et doune s ophasphate de pataddiugn gHPO,p=RINM). Un
pHm tre (Eutech pH510) permet dbéajuster | e pH
pour la transformation du GCen méthanol sont des déshydrogémadee chemin réactionnel
privil ®gi ® par ces enzymes est | éla deles®@@xer i on ¢

réaliser laréaction inversee réduction.

[1.1.2.3.1- Du CQ au formiate par FateDH

La réactionpréliminaire permettant de prouver la réduction effective dy @4 FateDH est
effectu®e ° 19 AC dans une cuvette)espiacolér oscop
dans un tampon phosphate de potassium (0,05 M, pH 7) en présence de NADH (0,1 deM) e
bicarbonate de potassium comme source de carbone (0,1 mM) dans un volume total de 2 mL.
LO®volution de |l a r®action est suieaundlarcpa@t r os
enzyme mais contenant le cofacteur NADH et la source dg O® observe une diminution
ddabsor banaudNADH g8 doffespond a undésactivation du cofacte(®,038 uM.min
1), mais qui est tout de méme moins rapide que la vitesse de disparition du pic lors de la réaction

avec | 6enzymel). (adrédiignSenz@ndtigneida Cp ar | 6enzyme | i bre
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donca une vitesse d8,007 pM.min’, soit une activité catalytique en réduction de 0,004 pmol.min

1, -1
.MQ FateDH

[1.1.2.3.2- Du formiate au formaldéhyde par FaldDH

La formaldéhyde déshydrogénase réaliseat ur el | ement | 6oxydati on
formiate. Lor s gueen lextées de WADMH, elespeut r@duieecle® formiate en
formaldéhyde. La formaldéhyde déshydrogénase (0,1)gekt incubée & 25 °C en présence de
formiate (0, Oc smM)e eNADIH u(n0 ,e3x3 mM) . La di minut i
r®action est compar ®e “sahance d340anme NADH dinsinuesuwitd st r at
a une désactivation du cofacteur a la vitesse de 0,06 uM.rhim vitesse de disparition de la
réaction enzymatique est plus élevée (0,25 pM’nice qui donne une vitesse de réaction de 0,19
uM.min! soit une activité d8,002 pM.min".mg raor

11.1.2.3.3- Du formaldéhyde au méthanol par YADH

Léal cool d®s h yYastongubén@s"@ en présemoagde formaldéhyde (5 mM) et
de NADH (2,5 mM)pendant 30 secondelsa dimi nut i on de | 6absorks#tnce
comparée a un blanc sans substrat. De la méme maniere que pour les deux réactions précédentes,
| 6 abs car3®0aim dueNADHH e | 6 exp®ri ence de r ®f ®rence qui
diminue (0,19 uM.mift). La diminution & 16 a b s o & B4D mrde la réaction enzymatique est
trés nettemensupérieure (52 pM.mif) et correspond & une activigatalytique de la YADH en

réductionde0,0104 pmol.miit.mg*yaoH.

[1.1.2.4 - Activité des enzymes en fonction du pH

Toutes les réactiande réduction ont étgonduitessous atmosphére de gdans une solution
satur€s oi't poéaezot 6 ®t ude dehydrogéndsaier mael d @hay dceo od ®sd ®s h
soit satur@ de dioxyde carbone o ur el dé@ @&t fordiate déshydrogénaaef i N ddemp° ct
| 6oxydati on du NADH par |l e dioddgnnegmeas sstoude d
ont étépréparésdansdé 6 eau d®mi n®r al i s®e et soni qu®e (30
di minution de | 6abs orédpaurdéerminer BAvitessasnnitiadée PH ® ut i
optimum des trois enzymed ans | eur r®acti on doboxydadansidesn et
solutions tampon de phosphate de potassium de pH 4,3 a pH.®8Fig

Léactivit® de | a f or Menaddectiod s®ésémestirdecd@®C dameung 0, 1
microplaque de 96 puits. MaO; (1 mM) a été utilisé comme source connue @&, avec une
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concentration elNADH de 1,5 mM L 6 a c toxydatioh aRétémasuré dans des conditions
similaires au test standard définies par le fournisseampon phosphate (0,1 M), HCOGO mM),
NAD" (1 mM), formiate déshydrogénase (20 md).I(Fig. 38a).No u s test ®
formaldéhyde déshydrogénase (0.179.kn réduction & 25°C en présence de HCQ@OnM) etde
NADH (1 mM) . oxydateomatétemesute®darss ttes conditions similaires au test atdnd
définies par lefournisseur tampon phosphate (50 mM), NAD(1 mM), HCHO (1 mM),
mercaptoethano{10 mM) et formaldéhyde déshydrogénase (0,1'p.(Fig. 38b). L 6 ®t u d e

| 6 al d ®s h y 0 eroréd@ctioa a été coriyit® & 25 8C. eh présence de HCHO (3
mM) etdeNADH (1 mM) . odydatooatétémeasuréalans les conditiasimilaires au

test standrd définies par le fournisseutampon phosphate (0,1 M), NAR2,5 mM), EtOH (3,2%

v/v), et alcool déshydrogénase (0,0017Y.(Fig. 38c).
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Figure 38 : Influence du pH sur les vites e s
déshydrogénase.(b)-

(a)-

Formiate

de

Formaldéhyde

r ®act i --o-3etderédugtiodna==-—-)o n
déshydrogénase(c)-

Alcool

déshydrogénase.

r ®act i de r
de

tests effectués rendent compte de cette variation du pH optimum en fonction de la réaction

Les pH optimap our u
O0®t at

ne on doé oxny Emdffd, @mpH meut

influencer | protonation des acides am

considéréelLe pH optimum pour la réaction de rétion effectué par chacune des trois enzymes

est similaire (pH ®). Co6 e domccette valeurde pH q# étéc hoi si e pour tout | e
Les enzymes utilisées pour la réduction du, € méthanol seromtoncles plus efficaces a pH 6,5.
L 6 ® tde cbestantes catalytiques de ces enzymes a pH 6,5 pourra donner de nouvelles indications

pour la compréhension de la cascade de réduction da@ethanol.
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[1.1.2.5 - Détermination des mécanismes et constantes cinétiques

L 6u®le des constantes dichaelisMentenpermet de conniir e

| 6af fi

paetdu® des

cofacteur pour les enzymes. Ces études ont été menées pouisesnzymesdans un tampon
phosphate (0,05 M, pH 6,5).

[1.1.2.5.1- La formiate déshydrogénase, FateDH

Les constantes citiques de la formiate déshydrogénase (10 Mgadnt été déterminées en

oxydation avec NAD (0-1 mM) et HCOO (0-500 mM) eten réduction avec NADH {6 mM) et
KHCO; (0-500 mM) (Fig. 39.

Figure 39: Représentation de Lineweaver et Bupko u r

@)

1V (U-)
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[en]
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1Vi (U
w
[w]
(o]
o
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I~

-0,03 -0,01

1/HCOO" (MM

0,01

0,03 0,05

| a

r ®acti on

Variations de [NAD] (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM et 1 mM) a [HCD®ixes

(droites de haut en bas 25 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM et 500 mM). (b) Variations de

[HCOO] (25 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM et 500 mBIYNAD"] fixes (droites de bas en
haut 0,1 mM, 0,25 mM et 1 mM).

La vitesse doxydmakomal e
MGenzymeratenii C€ QUi est concordaiit
Le s const antke et de MiahbdidMantert s constante de dissociation) on été

0i

d ¢ateDHdans zcgsmoonditions est 5,6 U
donn® -18dmghl e

nterval

e

calculées pour le NAD (Ks= 0,26 mM, K4 = 0, 32 mM etpourle formiate (K= 5,3 mM, Ky =
6,6 mM). Les tests en réduction on été effectués mais la complexitésidsats obtersine nous

permetpasencore de les interpréter. Un sewticlec oncer ne

60®t ude

des

FateDH en réduction, seule la constante de Michaelis pour le(lKGP= 30-50 mM) a pu étre

déterminéée®

p.62
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[1.1.2.5.2- La formaldéhyde déshydrogénase, FaldDH
La formaldéhyde déshydrogénase (10 rify.b étéétudiée en oxydation avec NAGO-0,5
mM) et HCHO (06,65 mM).Les représentations en double inverse des réadidn® x y ciaug i o n

ont permis de d®finir cert ahigr®. param tres cin®t

(a) (b)

25000 30000
20000 - g
_ ) ~ 20000 /
I 15000 - , > .
2 | 10000 2 //
1000 /
¥4 -
0 0
-20 0 20 40 -3 -2 -1 0 1 2
1/[NAD*] (mM-1) 1/[HCHO] (mM-1)
Figure 40: Représentation de Lineweer et Burkp our | a r®action dodqayydati o

Variations de [NAD] (0,01 mM, 0,025 mM, 0,05 mM, 0,075 mM, 0,1 m®j25 mM et0,5

mM) a [HCHO] fixes (droites de haut en bas 0,3 mM, 0,6 mM, 1,3 mM, et 6,6 mM). (b)
Variations de [HCHO] (0,3 mM, 0,6nM, 1,3 mM, et 6,6 mM) a [NATD fixes (droites de
bas en hat 0,025 mM, 0,05 mM, 0,1 mM 86t5 mM)).

Léallure des droites indiqque O6uonx ynuGaakanabeds me al ¢
la FAdDH de 4,8 U.mngymeFa|dD|:|1. Lesconstanted 6 af fi ni t ® et de di §soci at
(Ks=0,14 mM, ky = 3,13 mM) et HCHO (K= 0,45 mM, Kk, = 11,14 mM) sont du méme ordre de
grandeur que celles trouvées dans la littérature. Cependantvaleurs suent une tendance
différente de celle deallittérature (Kicno<Knap+), Cet écart est certainemedii a une protonation

différentedes acides aminés de la poche catalytique.

L 6 e n ZFgldDe (10mg.L™") aété étudiée en réduction awate concentration eNADH fixe
(2 mM) etune concentration variable €00 (0-40 mM).L 6 ®t u dFaldDHe n| a ®d uct i on
pu nous donner accés aux parametres cinétiques, cependant nous avons pu observer un effet
déinhibition par exc agecuhedinsnutiorsde la aiise dp conversiona f or |
haute teneur en HCO(Fig. 41).
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2
1,5 1
R R .
14 - .
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~— 4 F \\\
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[HCOOT (mM)

Figure 41 : Vitesses initiales de FaldDH en réduction en fonction de la concentration de formiate

On peut déterminer graphiquement la vitesse maximale en réduction\dentj}, la constante

de Michaelis pour le formiate k=8 mM)etsa const ant e =@a®@mMhi bi ti on (K

1.L1.253-, AT AT T 1 Ai OEUAOT Ci 1 AGARh 91! $(
L6®t ude dRes hlyddarlocgoRonla sde denné aocunyr@satatgnificatif, la éeale
étude menée dans ce seasd compted 6 u n e ¢ o nishadintteseélevke pol le méthanol
| 4

(Km = 130 mM). Ce résultat est intéressant car il signifiegait e | 6 ®qui | i br e de 0e

naturellementans le sens de la réduction du formaldéhide.®t ude de YADH en r ®d
= 1 mg.L") avecune concentration ddADH variant de 0 mM & 0,25 mMt celle & formaldéhyde

variantde 0 mM & 100 mMFig. 42per met dbéacc®der aux constantes

(a) (b)

8000 | ;
3000
6000 | .
_ / | 2000 -
| 4000 | S 5
S S 1000 -

20?242
45 A/H 0 45 90 -o;%§¢f;65 005 015 0.5
2 ﬁO 1000}

A=A LA"A"A"]

1/[INADH] (mM-1) 1/[HCHO] (mM-")

Figure 42 : Représentation de Lineweaver et Buskur la réduction du formaldéhyde par YADKh)
Variations de [NADH] (0,025 mM, 0,05 mM, 0,075 mM, 0,1 mM et 0,25 mM) & [HCHO]
fixes (droites de haut en bas 5 mM, 10 mM et 25 mM). (b) Variations de [HCHO] (5 mM,
10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM et 100 mM) a [NADfixes (droites de bas en haut 0,025
mM, 0,05 mM, 0,1 mM et, 0,5 mM)).
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Léal l ur e de sunmécanismakaoira aved intqractaru la fixationdu cofacteur
NADH facilite celle du substrat HGHRu» ILéact i vi
constanted 0 a f &tidendisgo@atiopour NADH (Ks = 0,09 mM, K, = 0,05 mM) sont proches de
celles écrites dans la littératurPour HCHO, les constantes trouvées $0nt 13 mM etKy = 23
mM. Cesdonnés ne sont paslisponibles enlittératuremais ces valesrsont assez similaires a celle

d®f i nies pour | 6ac®t al d®hyde.

[1.1.3 - Conclusion

Afin de pouvoir comprendre les réactions enzymatiquessneisgeux lors de la cascade de
réduction, la quantitdl 6 e n z y me d a nenzynhaggses pommelcialeitdisées doit étre
connue. Les poudres ddédenzymes commeopm;ledosages n 6 ®f
pr®l i minaire des p r o es® la rpemiereqcaracElisitiensa realiser.t Liee n n e
enzymes de labidrnsf or mati on ne proviennent tpe@espasdees m° 1
méme pH optimum de fonctionnement. De plasyaleur du pH optimum est souvent étudiée dans
la littérature pour un seul type de réaction | 6 o x et mbastavonsmmontré gue pH optimum
change | orsqgue | 6o n téductionl fait dlorstreuvdr le meilleuP@mpromie n' s d ¢
entre toutes les enzymes impliquées dans la réaction catalytique et définir les meilleures conditions
de réaction. Nous avons pu détermiget e | 6une des premilosdela condi
cagade enzymatique, est de fixarvaleur de pH a 6,5. Celle valeur est le meilleur compromis pour

toutesles actions de réduction de la cascade enzymatique.

L6®t ude des c odesdnaymds pesmetcde rel@rt unegmasss de poudre utilisée a
| 6activit® des enzymes. Nous ndédavons mal heur eu
de toutes leséactiors de réductiomui auraert pu servir a la détermination mathématique des
vitesses deéaction dela cascadesnzymatique Seules les constantes pour la YADH ont été
calculées, les constantes pour la Fald@i étéapproximées etllesn 6 ont pas pu °tre

pour la FateDH.

Il.2 - Les systemes de régénération du NADH

Lors deprocédeés catalytigueshzymatiquesle cofacteur doit pouvoir étre régénérésitu pour
des raisons évidentes de colt. Noasdétaillerons pas toutes les méthodes de régénération mais

nousdécrirons celles testéeansces travaux de thesk.est & note que h réduction de cold 6 u n
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procédé enzymatigue st ®gal ement possi bl e gengmaiquertal 6i ng®
permis de développer des analogues de cofacteurs beaucoup plus économiques mais aussi plus

stables invitro.®®

Les deux méthodes de régénération enzymatiques utilisées sont de type a enzyme couplée. Elles
consistent "’ | 6aj out d 6 u nenzgme it un wuUbstrat saorificiele te ¢ o m|
premier syst me est compos® de | 6enzyme phosph
substratle phosphiteq u i est oxyd® en phosphate (partie 2.
glycérol déshydrogénase (G, EC 1.1.1.6) qui oxyde le glycérol en dihydroxyacét¢DelA)

(partie 2.3)Fig. 43).

Na,HPO, + H,0 eTDH AP
Na,HPO, f/
Glycérol — \
DHA ¥ ' NADH, H*

Figure 43: Schéma des deux méthodes de régénération enzymatique du NADH étugigeda
phosphite déshydrogénase et par la glycérol déshydrogénase.

Deux systemephotoactit ont également été utilisddn matériau photoactd base de nitrure
de carboneous a été gracieusement fourniga® qui pe du Pr MdistkuuMax Ant on
Planckde Potsdanfpartie 2.2). Le second systeme photoactif utdiséceluimentionné sous le nom
de «PSlI» dans le brevet d8.C. Dave et collaborateucgiii mpl i que | dutil i sati o
i sol ®s de f£uUilles doé®pinard

[I.2.1 - Régénération du NADH par des chloropla stes

En 1951, W.Vishniac et S. Ochoa trmont r ® qubi | ®t ai t pessi bl e
photosynthétiques naturels extsaite f eui | |l es do6®pi nards plolar r ®g
réduction du NAD en NADH est permise grace au travail coordonné de cing protéines différentes
(OEC, PSII, Cybys, PSI, FNR)situées sur la membratteykaloide des chloroplastesgF44) et pas

seulement la protéineRSI1» comme déctinitialement dans le brevet de Dale.
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Photosystem 1l

Thylakoid
membrane

Stroma

Figure 44 : Sch®ma dédune me mbr ane t hykal oplkderansférdd®@a er gi e
électrons le long de la membrane thykaloide au moyen de différents complexes protéiques
et sont transférés au cofacteur enzymatique NADRI NAD grace a une enzyme, la
ferrodoxine réductase (EC 1.18.1.2)

Dans les cellules de chloroplastes, les membranes thykaloides agissent comme une usine a
énergie. La lumiére active le photosystéme de type Il (PSIl qui posséde un dimére de chlorophylles
actvéepad = 680 nm) et per met | 0 mensi@riéestpartuneplastoguindé ect r
vers le cytochroméys puis vers le photosystéme de type (PSI). ik » laissé dans le PSII est
combl ® par des ®l ectrons provenant de | a diss:
manganése (Oxygen evolving cplex, OEC). Les électrons sont transférés du cytochimgneers
lephostosyst me de type | (PSI) gr ©ce ° une pl
possede un dimére de chlorophylle activélpar700 nm) permet le transfert des électrons vees u
ferrodoxine, subséquemment oxydée par une ferrodoxine réductase permettant la réduction des
cofacteurs NADou NADF".

[1.2.1.1 - Isolation du photosysteme naturel

Les membranes thylakoides sont isoléesfde ui | | es d ée®aui ma@hé desjoura ¢ h et
méme de leur utilisatiorEl | es sont ®queut ®es et | av®es abon
123,4 gde feuilles découpées grossierenetmlacées dans une solution tampon pH 7 (phosphate de
potassium, 0,05 M) contenadt NaCl (10 mM),du MgCl, (5 mM) et du sucrose (0,4 M). é&s
feuilles sont mixéependant trois minutes a vitesggnimale. La solution obtenue est filtrée sur
Bichner le filtrat est recueilli dans un erlenmeyer plad#@ns la glace. Le filtrat obtenu est
centrifugé a 4000 tr.mihpendan 10 minutes & 4 °C. Le surnageant contenant les noyaux et débris
cellulaires sont décantés. Le culot est spendu dans la méme solution et centrifugé 15 min a 4000

tr.min? & 4 °C. Le surnageant est de nouveau décanté, et le culot resuspendu dansmen vol
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minimal de solution tampon pour obtenir une solution de photosysteme naturel contenant les

chloroplastes.

Les chloroplastesontenus dans la solution obteragnt quantifiés par rapport a la quantité de
chlorophylle qué6ils cstddsé pamla méthode deRorracetfdllar op hy |
suspension de chl oroplaste est s us pabsaorlbanoce esd ans
mesurée de 250 a 800 nm (Fig).45

1,6
1,2
[0
Q
G
£ 0,8
o
2]
o)
©
0.4 1
0 T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longueur d'onde (hm)

Figure 45: Spectre ddébabsorbance de | a suspension de <chlo
nm et 663 nm correspondent a la chlorophylle a, ceux a 453 nm et 642 nm a la
chl orophyll e b contenues dans | dextrait.

La concentration en chlorophylle de & x t rde1,2 g.L'® Is suspension de chloroplastes est
alorscongeléd ans | 6azot e I8i0q vAiCd gousslisptisit o c k ® e
11.2.1.2-ActiOEQOi AAO AEI T Ol bl AOOAO APOOAEOO AA MEAOE
Les suspensions de chloroplassont décongelées dans la glace et leur concentration en
chlorophyll e de | 6¢édatsurabédher de2® mLalje NABst @@té 20,25 3 g . |
et 5mM. La suspensioastexposée a une lumiére blanche de bureau positionnée a 10 cm du bécher
Des aliquots de 0,5 mL sont prélevés, filtrés a 0,20 um et sdéwé 1/15 pour une lecture
d 6 a b s odu NADRK a 20 nm. La quantité de NADH produit est recalculée grdaeelation de
Beer Lambert (fg. 46).
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0.4
[NADJinitia = 5 MM
0.3 -
I
2 [NAD*]ijiia = 2,5 mM
<02
£
3
0,1 -
[NAD"Jinitia = O ﬂ'\i_
0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30

Temps (minutes)

Figure 46 : Génération du NADH par unsuspension de chloroplaste pour différentes concentrations
initiales de NAD.

La vitesse initiale de régénération du NAQpbur [NAD'] = 2,5 ou 5 mM)est de 0,02 U (U =
pmol.minY). Le rendement de régénération du NADH atteint 0,8098 pmol NADH produitpour
100 pmol de NAD initial) aprés 10 minutes de réactipnu i s  s@edaible Tendemende

r®g®n®r ation du NADélapeutdwbk &N#AD@Ih iqgu e msysteame”™ | 6 a
et par la faible stabilité des photosystémes catalytiqueseteitir

[1.2.2 - Régénération du NADH par un matériau photocatalytique

Les systemes de régénération biadpg sont les plus efficaces de par leur sélectivité et leur
performances Cependant | dextracti on celeuxktda stphilité desi c at i
syst mes au cours du temps reste 7 am®déesar er ,
| 6 ®t ude dphotoctalgiuesnoeganique. L6 ®qui peAnde® nMet t i de | 61

Planckde Potsdana notamment désloppé un matériau inorganiqaei permet la régénération du

NAD*en NADH par photoactivasNp)@Figarnddun motif carbo

p.69
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NAD*

NADH

TEOA

TEOAox

Figure 47: Motif carbonitride GN, (jaune) permettant la régénération directe du NARBn NADH ou
pari ntéer m®di ai r e dbéun m®di at g)T. Ld ériethanalamine n [ C
(TEOA) permet la régénération du photomatériau.

p F

Le mot i f carbonitride photoacti f per met | 6e
directement, soitouparcomdpi exer ni®edi a hodi Ldm, au

triethanolamine est ajoutée pour fournir les électrons cédés par le matériau pour la réduction du
NAD" et est transformé esousproduitd 6 o x y dLa systémme est opérationnel & pH 9 sans ajout

de médiateur, mais son activité décmaipidementavec la baisse du pH. Ce systéme inorganique
semble prometteur, cependant son efficacit®

d 6 ® e dGpRhgbpy)(H@]** qui est toxiquepour les enzymeDe plus, ce complexe & base de
rhodium se fixe sur les acides aminés en surfada peotéine et peut entrar leur dénaturatiofy:

% |e fonctionnement du systéme & des pHs plus acide est limité par la capacité du médiateur

d6®l ectron ~ former un interm®di aire hydrure
Les donn®es de |l a |itt®r at uresond®uoparées dandla parbea ¢ t
2.5.

[1.2.3 - Régénération du NADH par la glycérol déshydrogénase

Les deux avantages majeurs du systeme impliquant la glycérol déshydrogénase proviennent des
propriétés du substrat. Le glycérol est connu pour stabiliseeriegme libres mais aussi pour

augmenter la solubilité du dioxyde de carbone en milieux aqtieux.

Léoenzyme ¢ ldypgemasee Celluo®enasy (GlyDH, EC 1.1.1.6)est testée sur une
large gamme de concentration de substrdeebfacteur dans les conditions défindamns lapartie

1.3.L6 ®t ude dagpermi$decanneine | es constantes dbéaffini

p.70

gt

i

t a



CHAPITRE Il Etude desystémes biologiques utilisés

de Michaelis) du substrat et du cofacteur enzymatique. Les réactions sont menées dans une

microplague de 96 puis avec l ecture

c i ® NADIHuae340dren. Ueb ab s o

spectrophotomeétre agmjues est thermostaté a 37 °C, toutes les réactions ont lieu dans un tampon

phosphate de potassium (
celles du glycérol (0 1M) et duNAD" (07 3 mM) varient La représentation en dole inversede

50

mM, pH 6, B)estfixe a

Lineweaver et Burk permet de conmaile mécanisme et les différents parasgicinétiques de

| 6enzymé

(Fig. 48

@)

(b)

1Vi (U1

7500
5000 . =
>

200000

150000

100000

50000,

\\

A"

-1 0 1 2 3 4 -0,01

1/[NAD*] (mM1)

0 0,01 0,02
1/[Glycérol] (mM-1)

Figure 48: Représentation de Lineweaver et Bupkur la régénération du NADH avec la glycérol
déshydrogénaséa) Variation de [NAD] (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM et 3 mM) a [Glycérol]
fixes (droites de haut en bas 50 mM, 100 mM, 500 mM et 1000 mM). (b) Variation de
[Glycérol] (50 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM et 1000 mM) a [NABixes (droites de bas
en haut 0,1 mM, 0,25 mM, 1 mM etn8M)).

C 0N (

Les vitesses initiales sont déterminées a partir de la partie linéaire de formation du NADH (sur

10 minutes de réaction). Lesprésentations en double inverse nous inditigeu e | 6 enz y me

déshydrogénase catalyse la réaction de réductioNAD™ en NADH par un mécasme bibi

aléatoire avec qua®qui | i br e

(I 6act e

c at ssdciatiorv/dissoeatios s t

gl

| e

enzymesubstrat) etinefixation indépendante du substrat et du cofacteur. La constante de Michaelis

du NAD" estKy = 0,7 mM etcelle du glycérol esKy = 138 mM. La vitesse maximale da

r ®acti on

d del,R50Uemgzoy @ eH 65s t

[1.2.4 - Régénération du NADH par la phosphite déshydrogénase

La phosphite déshydrogénasea@ nsi d ®r a b | e me neh bidethnalogi®pour aat t e n

régénération du cofacteur NADH lors de la synthése enzymatique de produits enantiomériquement

p.71
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purs?La constant el cddx®gdiatliicomr edwephosphi® /par P
[HPO] = 10"apH 7,25eta259%i ndi que que |l a r®action doéoxyd
irréversible. De plus, aucusousproduitn 6 e st g®n®r ® car | 6oxydati on
phosphate qui, dans le cas étudi€, est utilisé comme agent tampon dactida enzymatique de

réduction du CQ

[1.2.4.1 - Production de la phosphite déshydrogénase

Escherichia coli est la bactéfaeplus utilisée pour la surexpression de protéines recomb#ante
La méthode par culture de cellulesfem ol e dofEel memeg@o bt ended0% des r e
50% en masse de protéine surexprimée par masse de protéine totale. La quantité de cellules par
volume de culture reste le facteur limitant dans la production de protéines reconsbihente
développement deonditions adaptées pour leulture de cellulesx haute densitéinitié par D.
Riesenberg en 199passe nottament par la définitides milieux synthétiquesiéfinis permettant
une grande reproductibilité dexpériencs . Cette techni que pngationet d o e
des cellules et donc de protéines recombinantes de plusieurs ordres de gfdDdears ce cas,
la qualité de la protéine qui est le facteur limitamd. composition desolutions tamponnées
spécifique a la productiodes protéinegmilieu Luria Bertini (LB), milieu Terrific Broth (TB) et
milieu Riesenberg) et a la purification de protéirteasnpon de chargement (SBAampon ddavage
(SBB),t amp on d o ®ltampmide consériation (CB)} sotdusdécrits en annexe.

L6ADN recombinant de | ebtenquaupepdiioftsseurd® hay dr o g ®
(University of lllinois, USA)nousa été fourni transformé dans des cellules compéteatexkies.
coli BL21 St ar E ( D Hé )par ladseta BL21*(DE3)kontenant le plasmide (pET15b
PTDH12x, Amp) Pour produire leprotéines, ces cellules stockéesi&0 °C ont été décongelés
dans un mélange glace/carboglac2® A C. Ell es sont eagaase (0,65 st r i
grammes d6ébAgar pour 50 mL de roarih Bedini¢n p@semceé enant
doéampi ¢tB-Anip) et eultivEes toute la nuifout le matériel utilisé pour les cultures est

systématiqguement autoclavé (30 minutes a 121 °C).
11.2.4.1.1- Productionen £ZET 1 AO A3 %01 AT 1 AUAO

[1.2.4.1.1.1- Culture
Une colonie isolée sur la plague de culture et contenant le plasmide (pETD&HL2x, Amp)
est reprise dans 5 mL de milieu 18np et cultivee 12 heures a 37 °C sous agitation aZB5e0
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tr.min (Fig. 49. La solution est diluée au 1/188dans 200 mL de milieu Terrific Broth contenant

de

| 6 a mp i-Amnp)letl cilltivée & 87TP@ sous agitation mécanique (250 fhivec ajout de

glycérol (20 g.I") comme source de carbora turbidté du milieu est controlée réguliérement par

sui vi de | a densit®

optique (DO) 600 pam.

a j o usbproplyl®-D-1-thiogalactopyranosiddPTG) (Cr = 0,3 mM) lorsqudes cellulesentrent

dans leuphase de croissance exponentielle {@omprise entre 0,2 et 1) (Fig.)49

1 colonie

B

Agar-LB-Amp

5 mL, LB-Amp

200 mL TB-Amp, ;200 mL TB-Amp,
12 h, 37 °C 12 h, 37 °C glycérol glycérol, IPTG
3h,37°C, 12 h, 37 °C
DOgoo = 0,6

1% viv

+ |IPTG
——

Figure 49: Schéma de cultureehi ol e s

d 6 Berld RTDHhe y er

La phase de production de la protéine est maintenue 12 heures ap8i& f& suspension de

cellules estentrifugée 15 mintesa 4 °Ca4 500 tr.min*. Le surnageant est décanté et les cellules

resuspendues dans un volume minimum de tandlgochargementSBA). Pourpr o c ®d e r

de lyseJa suspensiogellulaire,placé dans des tubes Falcodans un hin marie de glacsubit un

traitement de sonicatiof minutes, 25% puissance) peantrifugge (15 minute, 5 000 tr.mift & 4

°C) pour se débarrasser des plus gros débris cellldigesurnageant est récupéré, une pointe de

spatule de DNase est ajogtgur fluidifier la solution et le tube est-centrifugé (40 minutes, 10 000

tr.min & 4 °C) puida solution esfiltrée & 0,25 pum. La protéine recombinante est alors purifiée sur
colonne IMAC Nf* (HisTrap 1 mL, GE Healthcare).

[1.2.4.1.1.2- Purification

La purification de la protéine se fait parhr o mat ogr aphi e

doéoaf fi

(IMAC Ni?*, HisTrap 1 mL,GE Healthcarg Le contrdlede la pureté de la protéinroduite en

p.73
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fiol es dd&&failpardlanteoyherése suregde polyacrylamide en calition dénaturante
(SDSPAGE) (Fig. 50.

Elution Purification
Imidazole
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Figure 50: Electrophorése surg@ SDS PAGE des fractions obtenues lors des étapes de purification
de PTDH12x. Les poids moléculaires des bandes du marqueur sont indiqués en kDa. Le
poids noléculaire attendu de PTDH12x est de 36 kDa.

La protéine surexprimde P TDH1 2 x, 36 k Béargtée mroderors dedawcdlulepnais
une prot® ne dbéenviron 140 k [big. 5Gmste Cadt)lLalyspr ®s e n
des celluleentrane le relargage de toutes les protéines participant au fonctionnement de la cellule
et ces derniéres somécipérées das le surnageant de lyse (Fig., $ste surnageant).a colonne
IMACest | av®e par 10 nilactiképaapasga®Qdodoubembomiuni on ¢
nikel ([NiSQ4 = 0,4 M) et équilibrée avec le tampon de chargement (SBA). La suspension est
déposée et les protéines sont rincées &véais 10 mL de tampon SBAla majeure partie des
prot® nes nobdont aadloone eteson@uBes (kn b0t [®te poaretenuedt piste
lavage$ . En aj out ant dah®la soiMiondpbuesravayasz(tanhpen SBB, 50 mL),
les protéinescontaminareas f i x ®es f ai bl ement se d®crochent al
pos®de une étiquee histidine reste liée au nickel (F&B0, piste imidazole 10 mM). Le passage de
l a solution dohistdd®InEtBiy)onpd@mOmetM da& &lmpedes | a pr
fractiors de 1 mL sont collects et qualitativement doe® pa le réactif de Bradford. Les fractions
contenant la protéine sont rassemblgeg. 50, piste 500 mM), la bande a 36 kDa correspond a un

monomerede la protéine, celle a 140 kDa représgntibablementes protéines dénaturées qui se
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sont agglomérées panteractions hydrophobes f or mant des . lep fraptisns d 6 i nc
rassemblées sowessalées sur un montage a deux colonnes montéssierHiTrap 5 mL, GE
Healthcare) Les colonnes de dessalage sont lawdese ¢ 40 mL d O e aesparNeQ et G
tampon de conservatiorLes fractions rassemblées sont alors déposées et éluées par le méme
tampon de conservation, plusieurs fractions sont collectées et dosées qualitativement par le réactif de
Bradford. Les fractions les plus concentrées sont rassesnptae étre stockéesia80 °C. La
concentrationen protéinesest détermiree par absorbance UV a 280 nm en utilisant la solution
tampon dans | a g ihecomme solutionsde Eférkn@ee La lcdncation de la

solution stock de protéiseestmesurée par absorbance a 28Q tarconcentratiorest de 17,4 g de

protéines par litre de solutian
[1.2.4.1.2 - Production en fermenteur

11.2.4.1.2.1- Culture

Les milieux de culture utilisés sont le TB et le milieu Riesenténgis en annexela veille de
la culture, une coloniesolée contenant le plasmide pETABBDH12xest inoculée dans 100 mL de
milieu TB-Amp (annexe) pourl5 heures a 37 °C. La préculture est diluée (1% v/v) pour une

seconde préculture de 24 heures a 37 °C danglieu TB-Amp (Fig. 51).

1 (2 i3 v 5
1 1 1
I 1 1
: : | 5%Viv
I 1 I
1 1 1
:1 colonie : 1% viv X ! Culture
| f | ® Fed-Batch §
' B ' - ' 1% 11h/37°C.
1 1 1 B>

L | ' | Culture
: : : | linéaire
1 1 1 14h,37°C F
x* : ! DOggp = 96
1 1 1 :
Agar-LB-Amp ;100 mL, TB-Amp ; 100 mL TB-Amp,; 0,5 L Reisenberg 0,5 L Reisenberg

12h,37°C 1 15h,37°C | 24h,37°C 1| DOgyfinitial) = 0,6 Expression
: : DOggo = 3,10 :+ glycérol, 19h, 37 °C Culture pH Stat
| | 1+ glycérol, 2h, 37 °C + PTG, 12 h, 37 °C

DOgyo(final) = 14 DOgyo = 83

Figure 51 : Schéma de culture en fermenteur

Lorsque la densité optiqgue de la seconde préculture taBdifl (DOgoonny), les cellules sont
récupérées par centrifugation (5 000 tr./iB0 °C, 5 minutes) et transféréemd lefermenteur. Le

milieude culturec ont i ent di ff ®rents oligo®l ®ment s, | 6an
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glycérol qui constituent les 0,5 L du miliele culture Riesenberd.La nouvelle absorbance & 600

nm (DQOsop) de la suspension cellulaire diluée dans le milieu Riesenberg esial®)6 (kg. 52).

120 A B ¢ D E 100
100 80
< L
E 80 \]ﬁ Ity X
3 \ - 60
O —
g 60 ﬂl‘ WW %
- " g
0
5 r 40
2 a0
2 s
F 20
20 %
0 T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60
temps (heures)

Figure 52: Contrtl e de | a Croi ssance de cul ture cel | ul e
(courbe grise). Contréle degphases de culture par mesure de la pression partielle
ddooxygosnecdWPrbe noire). LOoexpr s srslf baich de gly¢céeoh en ci
( A) Sui Vi d 6 u nvieastdaccalturk FdBajch (Chdveane phase decroissance
linéaire (D)etl a phase dbéexpression des prot®ines (E).

Tout les parameétres drilture en fermentewsont contr6lés en ligngar ordinateur. Seules les
mesures dbébabsor banc e sodteontidlas her® ligndia ipremiere’'phase0dé n m
croissance des cellulgsire pendant 19 (avec un ajout de glycérol aprés 7 heures), les cellules se
multiplient et consomment de plume pl us d dgo 3>A)y Lonsqgue duFglycérol est a
nouveau ajouté, il est consommeé intégraleneen? heures (DO finale = 14)i¢f- 52-B). La culture
a taux de croissance fixe (F8atch, p=0,1 H) a ensuiteeu lieu pendant 11 heureta vitesse
déajout de glyc®rol, gui contrle | e taux de ¢
Kark.> Le contréle du pH se faitparj out dohydr ox ygd5eC)dLa eroissaoce esu m ( F
ensuite linéairpp e ndan't 14 heures suppl ®mentaires, l a v
heures de culture pour mai n®)esuperieurd a20%(Fie s i on p e
SilaPQ@Qdi mi nue en dessous de sblptiveces&oxyd lnud .est sa
Lorsque laD@oat t ei nt 96, | 6expression de | a prot ®i ne
(Cf = 0,1 mM). La m®t hode de feeding alors u
(glycérol) et de base (NJOH) eg contrdé par un algorithme (annexe) pendant les 20 heuwres q

dure | a phas @ 520.¢xpoensdOsaiuagme(nkE e pl us car | es c
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développer et utilisg le glycérol pour la fabrication des protéinés suspension cellulaire est
ersuite récupérée et les cellules sont lysées par ultrasons, un bout de spatule de DNAse est ajouté
pour fluidifier la solution. Leprotéinessont alors récupéréedans le surnageant ap@ntrifugation

(5 000 tr.mift, 1 heure, 4 °C)

[1.2.4.1.2.2- Purification

La purification des protéines produites en fermenteur se fait par chromatographie de perfusion
avec détection par UV et par conductimétrie. La détection UV a 280 nm permet de récupérer les
protéines qui sont éluées avec le tampon SBA. Apréasliégation de la colonne avec le tampon
SBA, la suspension de protéines obtenues apres lyse des cellules et centrifugation est chargée dans la
colonne. Les protéines fixées par leur étiquette histidine sont lavées avec le tampon SBB et éluées
avec le tampn EB(annexe) (Fig. 58

1,5

SBA SBB EB

0,5 -

Absorbance a 280 nm

O T T T
0 5 10 15 20

Volume €lue (mL)

Figure 53: Allure du chromatogramme obtenu pour la purification des protéines. La fraction non

retente e s t ®l u®e directement avec |l e tampon de <cha
protéines faiblement accrochées sont éluémeec le tampon de lavage (SBB, 10 mM
doéi mi dazol e) . L a prot ®i ne doéint ®r ° t est ®l u®e

doéi mi dazol e) .

Le dessalage de |l a suspension de prot®i nes
ultrafiltration (Amicor® Ultra-15 30k centrifugal Filter DevigeLe tube a filtrer laisse passer t@ite
les protéines dpoids moléculaire inférieur & 30 kDa (30 000 g.Mglermettant la purification de
la PTDH (M = 36 415 g.mdl). La solution de protéine est dosée par lahwee BCA.On obtient
une solution de 6,5 g de protésnear litre de solution.

[1.2.4.2 - Comparaison des méthodes de production
La production de protéines recombinante ierofl e s d 0 &st lim#één pae lg guantité de

cellules pouvant se d®velopper. La praoprdiéginet i on
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recombinante. La production énh o | e s d 0 B pdrnasndm prgdeire un total de 28 mg de

protéine purealors que la culturerefermenteumpermet la production de 3 fois plus de protéines
recombinantes (100 mg), n ot a mnredBatch»g(Fi® 628 qui’ | a
permet de maintenir constante la haute densité cellulaire pendant toutedagph d 6 e x pr essi o
protéine®L dacti vit® des deux |l ots est alors mesur ®
tampon phosphate de potassium en présence d€é JKAD mM) et de photpitéi t e (1
de | 6enzymé odrecsd wiodtést deeedfoisepgrieuras celle produite en fermenteur

13 Umgpour | denzymeolpeoddDbd Emtteadi@inemgeprour | denzyn
produite en fermenteugar | es condi t | 6 a8 z didgoelxepsn edsds@ntadtée ndnee y e
optimisées pale ProfesseuZhao et ses collaborateurs. En fermenteur, le milieu de cstmble
propice © | a pr oduc t protginestadspas @anegroductichemportanderde i t ®

| 6 enzy meoudldrs dstabditérhoindre

I1.2.4.3 - Propriétés de la phosphite déshydrogénase
La phosphite déshydrogénase produitdiem | e s d 6 fmb.lenest eegtée en présence
de différentes concentrations de;NRO; (07 25 mM) etde NAD (013 mM) afinxdodaccd

représentationen double invese de Lineweaver et Burk (Fig. )54

(a) (b)
2000 80008

60000 -

5 >

5 s 40000 -
20000 -

-5 0 5 10 15 -20 0 20 40
1/[NAD*] (mM-") 1/[Na,HPO;] (mM-T)
Figure 54: Représentation de Lineweaver et Butke | 6oxydati on du p(h)osphi t e

Variation de [NAD] (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM emM) a [NaHPO;]
fixes (droites de haut en bas 0,05 mM, 1 mM et 25 mM). (b) Variation deHR@;] (0,05
mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM et 10 mM) a [NADixes (droites de bas en haut 0,05
mM, 0,1 mM et 0,75 mM)).
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Concernant | 6 ®tdastydrogénase,llaacatgybsode fyeiHi ad¢atoire oda
fixation dobébun des substr at sscatabtmues détermieddoeside i du
| 6®t ude indiquentplqwe goerf §h é & poRynm eafactaureMDH.
Cel a va dans | e sens doune r @.8Vc Johaanes et ges s i [
collaborateurS L es constant es d 6dapH B, 5paur la gycéeot déstiyelrogériaseh a e | i
(Kmvans) = 0,7 MM, Kygyeeroy = 138 mM) sontpour NAD', Ks = 0,38 mM, Ky = 0,57 mM; pour
le phosphite K = 0,08 mM, k4 = 0,11 mM La vitesse maximale de génération du NADH par la
phosphite déshydrogénase el 3,5 U.m@mpy”, supérieure & celle obtenue avec la glycérol
déshydrogénase (1,2 U.m@H'l). Les constantes cinétiques définies avec les vitesses initiales ont

éte faites sula partie linéaire de génération du NADH (1 a 10 minutes selon les réactions).

I1.2.5 - Comparaison des systemes de régénération du NADH

Les systemes de régénératmmt étécomparégour leur activité en fonction du pH (Fig. 55) et
au cours du temps (Fig6).Pour | 6®t ude de | 6activit® relative
pH, la concentration des enzymes (PTDH, GlyDH) est fixée & 10 mgglle du NAD & 1 mM
dans un tampon phosphate pH 6,5 a 0,1 M. Afin de pouvoir observer la formationlit &840
nm, la concentration en substrat est apist@arémentl,5 mM pour NagHPGO; et 140 mM pour le
gl yc®r ol . La gamme de p Hessatti@téseontkté dompangdd avéc, &
photosysteme synthétique présenté dans la ref [15] quiétinteffectué dans les conditions
suivantes le matériau photoactsynthétique (mp@&sN4, 2 g.L ™) a ététesté dans la littérature en
solutiondans un tampon phosphate (0,1 M) en présdncgubstralTEOA (15 % w/v)de NAD' (1
mM) et avec ou sansédiateur [CpRh(bpy)(HO)]**, 0,25 mM) (Fig. 55). Les chloroplastes qui
sont instables lorsqué  le pH varie ndont pas ®t

p.79



CHAPITRE Il Etude des systémes biologiques utilisés

120

100 - PTDH.A, GM%H 4 C4;N, avec médiateur
;59‘ ,E'/E—i_g \N f‘y/a
'g 80 | ’,g/ ;:‘,\N .
s 60/ FAN
9 /" .‘/ \\
2 40- / -1 C3N,4 sans mediateur
Q o A B
< 2 N

20 - &,-_ef"/

- -"'/ a A 4
O A’T i g T T
4 5 6 7 8 9 10
pH
Figure 55: I nfl uence dvité rpldtivesdaesr deux Gyst@mes enzymatiques choisis pour la

réegénération du NADH, la phosphite déshydrogénase (PTDH) et la glycérol
déshydrogénase (GlyDH) Comparaison avec le photosystémesynthétique
([CpRh(bpy)(H0)]%*) avec ou sans médiateur (selonriéf. [88]).

Le pH optimum decessystemesierégénération du NADH est relativement différedeule la
PTDH aun pH optimuma pH 6,5, pH choisi pour le systeme polyenzymatique de la rédudtio
CO, en méthanol. La GlyDH et le photosysteme synthétique sont plus actifs a pH 9. Les différents
systemes de régénération ainsi que les chloroplastes ont été étudiés dans le temps7alsH 6,5
suspensin de chloroplastes a étluée a 0,3 g.I' dansun tampon phosphate 0,05 M pH 7. Le
cofacteur sous forme réduiteeasuiteétéajouté ([INAD] = 5 mM) et la suspension de chloroplastes
a etéexposé a unfl ux | umi neux constant de 1650 lux (Il a
lampe de bureau). Les deenzymesPTDH et GlyDH (10 mg.L) ont étéincubées en présence de
leur substrat (N&IPQ;, 0,5 M et glycérol, 0,5 M respectivement) et du cofacteur oxydé (NAD
mM). Ces3 systémes de régénération du NADH ont été companésionnées de la littératypeur
le photosytéme synthétique (m@gN,). Le motif carbonitride graphitique mésopoxdmpgC3N4,
2 g.L'Y a étéexposé a une source de lumiére de 400 W émettant & la longudub onde sp ®ci f
420 nm. Desoncentratios du cofacteur NADde1l mM, dum®d i at eur @@8%RmMeett r ons
du substrat TEOA de B w/vontpermisd 6 o bs er ver | éazangeniratiort de NADbIn d e
spectroscopiquement a 340 n@es valeurs ont été reportées sur la figure 55 pour étre comparées

avec celles des deuxaymesde régénération et cellkei photosystéme naturel.
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0,5 )
mpg-C3N,(2 g.L")
PTDH (10 mg.L™")
0.4
s
£ 0,3
= Chloroplastes (0,3 g.L")
T
02 .
Z & -GlyDH (10 mg.L™")
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0« T T T T
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Figure 56: Comparaison des différents systémes de régénérafi@lyDH + glycérol, PTDH +
phosphite, mpeCs;N, + [CpRh(bpy)(HO)]?" + TEOA + lumiére, chloroplastes + lumiére) &
pH 6,57 avec [NAD] = 1 mM.

La régénération du NADH par le photosysteme synthétique @glg (+ médiateur) et par la
phosphite déshydrogénase sont les plus efficaces. En termes de rendements, la PTDH produit 0,45
mM de NADH en 45 minutes et la course de régénération du cofactehleseontinuer (Fig. 56
violet). Le rendement du photosysteme synthétique est identique a celui de la PTDH mais arrive a
son taux de régénération maximum dans ces conditions (Figer§6Le rendement des deux autres
systemes avela GlyDH et les chloroplstes eslimité dans cegonditions de réactioat atteignent
un plateau apr s 10 minutes de r®action. Cela

| 6 ®t atdesisgs@imasi | i br e

Les deux systémes enzymatiques peuvent étre comparés remestede TTN
(TotalTurnoverNumber sur 45 minutes, le nombre de snddeproduit par nombre de stactifs
enzymatiqes) et de TOF (TurnOverFrequensyr 2 minutes, qui est un TON par unité de temps).

Pour connaitre la taille et le nombre de sites actifs elezyms, la plateforme Brend&nzyme

administré@ par SPlaczeR’ regroupe la pluparies informations caner nant | es ®tudes
qui ont été publiées. La phosphite déshydrogénase atdgtéin homodimere de 72 kDa, la glycérol
déshydrogénase un homotamére de 316 kDa. Les valeurs de TOF calculées’(t8ws GlyDH, 9

s* pour PTDH) sont similaires ais le TTN de PTDH est bien supérieur (6000 pour GlyDH contre
16600 pour PTDH) ce qui confirme que | 6enzyme

approprié pour la régénération du NADH lors de la cascade enzymatique.
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11.2.6 - Conclusion

Lorsque la capat® de régénératiodu NADHde | 6enzyme produite au

(PTDH) est comparaux autres systeraétudies, il appaiaque son domaine de stabilité en pH est

le plus approprié. La réaction de réduction du NADH est quasi irréverstblgui Imi t e | dar r °t
syst me © cause de | 0 a coardanglydéraltdéshyadrogéhaseepluspld ui t ¢
vitesse maxi male de | 6enzymelaGyDH Hes desix sysighass ® | ¢

phototropiques présentent des limitations stabiité pour le systeme naturel, ét6 a jd® ut
médiateurgoxiques pour les enzymes dans le cas du photomatériau. Le systeme le plus approprié
pour régénérer le cofacteur NADest donc celui utilisant la phosphite déshydrogénase et le

phosphite comme substrat

II.3 - La cascades enzymatiques

Les cascades de réactognzymatiques sont un processus naturel que les biochirezstest
imiter in-vitro. Le développement de ces techniques permettra a terme de développer des
biomanufactures synthétigues aux nombrewantages | 6augment ati on des r
vitesses de réaction dans des conditions plus douces quse wédikges en chimie fine, et le
développementle nouvelles cascades synthétiques pour la production de produits a haute valeur
ajoutée. La mis au point de cascades synthétiques peut également permettre de déplacer les
équilibres naturels des réactioenzymatiques vers la formation de produits souh3itedmorre et
sescollaborateursont les premiers @udier cette cascade enzymatigles r ®al i sent | 6 0)
cascade du méthanol au £€n utilisantun intermédiaire rédox combiné a une électrSden
combinant les travaugréliminaires deJ. Ruschinget sescadlaborateurset ceuxde G.T.R Palme
et sescollaborateursB. C. Dave réalisgpour la premiere fojda réduction du C@en méthanglune
année plus tartf " La plupart des procédés mudthzymatiqus décris dans la littérature rendent
comptede | 6am®l i oration des vVvitesses de r®action
rationnelle de la quantité relative de chacun des biocatalyseurs. Nous avons étudié le systéme a trois
enzy mes pas ~ p aé&ude déscenzymedslibrashgpumeux a deux dans le but de définir
le rapport optimal entre chacune des trois enzyfed! Nous avons également étudié les différents

systemes de régémdion pouvant étre combisd la cascade enzymatique.
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II.3.1 - Optimisation du systeme a trois enzymes

Léoptimisation du syst me ~ trois enzymes se
quantité de la deuxiéme enzyme varie jusqu'a ce que la pimuwdr substrat final soit maximal
(production de HCHO  pppout rFateDHiFalpH ioumdes @®H ponr d u r
| 6opt i mi spport FaddDH/YADH). Mautes les solutions sont pekées dans des tubes
Eppendorfde 0,6 mL et menées sous atmosphere satureegeuC@ Npour ®viter | 60X\
NADH par l e di oxyg reestdéminélalEyrésistanceLddl@e dM@hm)et i | i s ®
préalablement soniqe€80 minutes a 25 °@our évacuer le dioxygéne dissouss réactions sont
thermostatées a 37 °C dans une étuve (mini hybridization oven, Appllgemgtermiration du
rapportoptimum entrela FateDH etla FaldDH se fait sous conditions fixes. Les solutions sont
tamponnées a pH 6,5 (phosphate de potassiutn, OM) avec | denzyinetleFat eDt
cofacteur NADH (10 mM) Le substrat C®est ajouté sous forme de carbonate de potassium
([KHCOg3] = 100 mM). La concenesvarié derd ad,B gl bee nz y me
réactions sont conduites sous atpiee saturée de Gpendant 72 a 37 °C. Le meilleur pport
entre FaldDH et YADHa égalementété étudié en conditiag fixes dans une solution tampon
(K:HPOYKH. PO, 0, 1 M, pH 6, 5) avec Y)leddacteuyNABDH (ECaniMiiddH ( O,
le substraHCOO ( 100 mM) . La c oyme ¥ADH estla dewern vatide O b D gln z

! Les réactions durent 22 heures sous atmosphére thérie 2 87t°@.

Léoptimi sati on d eFaldDapagrappantta cetle@eate@Hest ¢contrélée erd e
mesurant la concentration de formaldéhyde produiésai2 heures de réaction (Fig.-&7 La
guantit® opti mal e ddoal cool d®shydrog®nase p a
déshydrogénase est définie aprés quantification du méthanol, produit a@éotimiate, albout de
22 heures de réactioni@F-57-b).

p.83



CHAPITRE Il Etude des systémes biologiques utilisés

(a) (b)
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Figure 57: (a) Influence de la quantité relative de FateDH et FaldDH sur la conversion du(gO
en formaldéhyde a concentration fixe de FateDH (0,19.aprés72 h avec KHC® (100
mM) comme substrat. (b) Influence de la quantité relative de FaldDH et YADH sur la
conversion du formiate en méthanol & concentration fixe de FalDH (0,1)geln 22 h avec
HCOO (100mM) comme substrat. Toutes les réactions sont effectuées dansmporta
phosphate (0,1 M, pH 6,5) en présence de NADH (10 mM)

Les masses dorées représentent cellessdgoudres d 6 e ncanymareias utilisées.Le
rapport massiqueptimumentre les trois poudres commerciales est dte@,01, 0,15 et 0,75 !
pour la FateDH, FaldDH et YADH, respectivemeliin prenant en compte la quantité de protéines
réellement présentes dans les poudresnoertiale, le rapport massique de protéiestde 1, 13,

295 mgpour la FateDH, FaldDH et YADH, respectivement

Le rapport massiqu entre les poudres commercgakst le seul pouvant étre comparé a la
littérature, il differe des études antérieures qui ont étés mesuEeB années et font état de masses
identiquesde poudres commerciales pour les 3 enzymes dans le dA<dBave’” ** % ou de
massedglifférents dans le cas d&.Y. Jiang et ses collaborateyi&g, 29, 2 g ou 99, 99, 2 gpour

la FateDH, FaldDH et YADH, respectivem§tit*®s a n saucgneeiplication ne soit donnée.
[I.3.2 - Optimisation du systeme trienzymatique avec réegénération du NADH

[1.3.2.1 - Influence de la régénération du NADH par PTDH

La quantité relative du meilleur systeme pour la régéitér du NADH a été étudiéesur le
systéme trienzymatique optimisé (FateDH/FaldDH/YADH & 10 ni§150 mg.L* et 750 mg.L%,
respectivement). Les concentrations de NADH (10 mM) et KEHEO mM) sont fixes, la quantité
de phosphite déshydrogénamestévariée de 0 & 6,1 g.I- 1 s 0 gragmimes d protéine d e
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purifié, car la PTDH a été directement produite et purifiée au laboratoire e

substrat

régénération (N&IPQ;) est ajouté en exces (50 mM)es tubes sont purgés avec du glibxde

de

carbone gazeux et incubés 65 heures a 37 °C. En fin de réaction, le méthanol est détecté et quantifié

par | a

m®t h o d e(Chhel, secioR 1L.24Fig.68).1i nt er ne

La quantité relative des enzymes de la cascade de réduction étant optimiségsteinie se

régénération le plus adéquat choigifaut trouver le meilleur rapport entre les enzymes de la bio

conversion

s A7

placant dans des conditions fixes de substratjsiaodibilité du NADH pour la biotransforation

dépendde la quantitée PTDH ajouté.

[PTDH]enzyme pure(g . L-1)
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Figure 58: Influence de la concentration deTDH pour le systéme trienzymatique (FateDH, FaldDH,
YADH) de réduction du COen méthanol. Conditionstampon phosphaté0,05 M, pH 6,5,

[FateDH] =

10 mg.L*', [FaldDH] =

cofacteur

enzymati que

[NazHP03] =50 mM.

Un palier de production du méthanol est atteint pour urenc ent r at i on
régénération de 3,8 gl

[1.3.2.2 - Influence de la concentration du cofacteur NADH

De u x

cas

ont

cbest

®t ® ®t udi

150 mg.L*', [YADH] = 750 mg.L', en présence du

[ NADHCO, KHCOG] =mMmM dtde n e

®s ,

plaoquantiténde tofacteair(1)e n

S

(o]

de |

cetteaegaunc srtrraatgiacmd ®ep tpiomr |

®V i

sans systéme de régénération du cofacteur, (2) avec la PTDH. Pour le cas sans systeme de

régénération, les 3 enzymes (FateDH, FakdDH et YADH) danspeaportiors optimales (10, 150,

750 mg.L*, respectivement) ont étécubées dan®),1 mL de solution tampon (phosphate de
potassium, 0,1 M, pH 6,5) en présence de KRH(ED mM) et de différentes quantités de NADH (0
M i 0,2 M). Les conditions de réaction sont fixes pour chacune de&seatites concentrations de

NADH. Les solubns sont préparées danestubesEp pendor f

de

0,

6

5 dont
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CHAPITRE Il Etude des systémes biologiques utilisés

ml) est remp de dioxyde de carbone gazelbes tubes sont incubés a 37 °C pendarit.@n fin de
r®action, 90 OL de | a sol uti oimecgsemGC-FlRbowlag ®s
détection du méthanol.

Pour | e cas des 3 enzymes optimis®es avec |0
guantité du cofacteur NADH a été étudiédans des conditions fixes. Lesnzgmes
(FateDH/FaldDH/YADH & 150750 mgL™ de poudre commercigleespectivementet PTDH
produite en flasqué 3,8 g..' d 6 e n z y noatétgincubées dans un tampon phosphate (0,05 M,
pH 6,5) a 37°C en présence de KHG60 mM), NaHPO; (50 mM) et diférentes concentration de
NADH de0a02M.Les r ®sul tats dbéanalyse des camesentr a

48 h en fonction de la concentration en méthasoht donnés sur Bigure 59.

De facon générale, la concentration de nicotinamide adénide dinucléehi?DH) qui sertde
navette do®l ectrons et de protons entre | a cas
influence importante sur les capacités de production du mégéo(kg. 59). Des études antérieures
sur le systeme trienzymatiquent montré que les rendeents étaient meilleurs lorsque cette

concentration en cofacteur était augmenfé*

o 1.2

“09 "

206 |
E

&
_g 0,3 1/

E ) (a)

0 50 100 150 200
NADH;pjtia) (HMol)

Figure 59: Influence de la quantité initiale ud donneur d 6 ® IsdNADHr Gomditions: solution
tampon phosphate (0,1 M pH 6,§FateDH] = 10 mg.L*, [FaldDH] = 150 mg.L*, [YADH]
= 750 mg.L*, [KHCO3] = 50 mM. Réaction sous atmosphére saturée en, @37 °C.(a)
sans systeme de régénération pour 65 heufb¥.avec systeme de régénératinfP TDH]
= 3,8 g.L'*; [Na,HPO;3] = 50 mM pour 48 heures.

Nous avons montré de la méme maniere que la production de MeOH est plus importante quand
la quantité de NADH augmentea concentration optimale du cofacteur se trouve étre la méme pour

le systéme avec ou sans régénération du NADHst del00 mM. Ces résultats confirment la
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premiére étude dB.C. Dave etR. Obert’ qui trouvaient un plateauedproductivité du méthanol
(avec ou sans systeme de régénération) poarconcentration en NADH de 0,1 M. Dans un tel
systeme polyenzymatique, la transformation duy, €82 limitée par sa disponibilité en solution qui
peut étre augmentée en réalisant des réamus pression de GO

I1.3.2.3 Catalyse sous pression en solution

Le substrat principal de la cascade enzymatique est un gaz dont la solubilité en phase aqueuse
est limitée ([CO2 max pam, 25 «c= 30 mM). Certains auteurs ont étudié cette réaction sous pression
modéré (Pco, = 0,5 Mpa), dans un systéme fermé avec buffigen plus de la pression, cette
réaction peut étre menée dans des liquides ioniques, dans du PEG ou en milgp&Qritique
(scCQ) af i n dléa dispanibilgéndu €@ pour le systeme polyenzymatiguees quantités
relativsd e NADH et de | 6enzyme qui eseseutee 61 sl v ®Y @@ (
la pression a&té étudié sur les systemes a3 etd4enzynié® us ndavonerocpreree pu n
matériel pour mettre en place lemé t ype dodex p ®r i lgtératues® noai® avorist e s d
tout de m°me ®tudi ® | 0influence de | aMPp(Fiegssi on
60).

0,2 T

S5 P=1 bar ! P=5 bars
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Figure 60: Influence de la pression de GOsur un systéeme trienzymatique optimisé
(FateDH/FaldDH/YADH a 10150, et 750 mgL ™" respectivement nyapy = 100 pmol) a37
°C. Régénération par PTDH (3,5.lg%) et NaHPO; (50 mM). (A) systémeoptimisé avec
régénération du NADH,B) Systéme mtimisé sans régénération, 5 bade CQ et (C)
systeme optimisé avec régénération du NADH, b @ CO..

La premiére expérience pression ambiante avec un systéme de régénération est décrite dans le

chapite 2 et correspond a la figure-80 La secondest réalisé@ pression modérée €ns systeme
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de régénératiofFig. 60B). Les trois enzymes nécessaires a la bioconversion die€@éthanol

sont incubés dans 100 pL de solution tampon (phosphate de potassium, 0,1 M, pH 6,5) en présence
du cofacteur NADH (100 mM) et de la source de;@KHCO;, 50 mM). Une troisiemexpérience

réalisé & pression modérémnienten plusle systémele régénératio(Fig. 60C) PTDH, 3,5 gL

de protéinepure et NgHPO;, 50 mM.Les deuxexpériences a pression modéséat incubées a 37

°C, pendant 3 heures sous une pression deégéle a 5 baf0,5 MP3. En considérant un systeme
tri-enzymatique optmi s ® sans ajout doéun syst me de r ®g®n:
°tre d®tect®e apr s trois heures de r®action.
ajouté aux enzymes de la cascade de réactions, de transformer 80 uma€s depression

ambiante en 3 heures. Sous pression réduge, @ 0,5 MPa), la disponibilité du CGaugmente

([COJmax 25°c 05 mpa= 98 mM). Les trois enzymes sans systeme de régénération permettent la
conversion de 60 pmoles de €én méthanol. Lorsque 5enzyme PTDH et son su
phosphite sont ajoutés, la productivité est doublée permettant la conversion de 160 umoles de
méthanol a partir de GOL 6 aj ou't débune pression, m° me mod®r
capacités de ce procédé ematique qui est limité par la disponibilitét du ¢®@ans | 6 eau. L O e
des enzymes encapsulées dans les NPS sera donc étudiée sous pression modgrée de CO

lI.3.3-Conclusion sur la cascade enzymatique

Léoptimisation du syst enmtembieantdes eraymesqgdaus a degxt e f
Lorsque |l a qguantit® relative de chacune des tr
de régénération qui est ajustgour permettre la meilleure productivité en méthanol. La quantité
relative en massde poudres commerciales entre chacune des trois eaapres optimisation est
définietelle que pour 1 mg deateDH il faut ajouter 15 mg dealdDH, 75 mgde YADH et 380 mg
de phosphite déshydrogénase. La quantité de cofaddddH permettat la plus grade
productivité en méthanol a également été optingis correspondd 100 mMpour 10 mg.L* de
FateDH 150 mg.L* de FaldDH,750 mg..'de YADH,i nd ®p endamment de | 6ajou
régénérationNous avons aussi montré que les capacités de convelgigystéme sous pression
modérée de CO(0,5 MPa) sont trés nettement améliorées. Dans la suite, nous verrons que le
syst emmapsuthtiorp o ur |l es enzymes est tr s i mportant

productivité en MeOH.
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ll.4-Conclusion sur les systemes biologiques choisis

Les réactions enzymatiques ngsn jeux lors de la cascade de réductdanCQ en MeOHon
été étudiés séparément pour déterminer les conditions de fonctionnement @stitealhacune des
enzymes lors deréactions de réductin . Les poudres dbéenzymes comme
et | 6®t ude des constantes cin®tiqgues de toute
conditions de pH optimum pour la réduction en cascade du dioxyde de carbopewntité relative
des deux premiéres enzymes, FateDH et Falddbit étre ajusté afin de pouvoir forcer leur
r®action de r®ducti on.  |leleermogce acetteccascadlede redugtiome Y A

car sa réaction de réduction est favorisée.

Nous avons détermirié pHoptimum a pH 6,5 pour les 3 enzymes et étudié quatre systémes de
régénération différents. Les deux systemes enzymatiques se démarquent entre eux par la proportion
de NADH qui peut étre régénérdea régénération du NADH par la glycérol déshydrogénase est
Il i mit ®e par | 6accuédnwinat igoen ®d ® @il lmy é¢r ogxuyea cl 6 ®q
déshydrogénase va dans le sens de la régénération totale du cdfatfeles deux systémes
phototropiques étudiés présentent tous deux des limitations spécifiques qui compliquent leur emploi

dans un tel procédé (stabilité, toxicité)”

L6éopt i mipsoeété est néaliséa en utilisant la phosphite déshydrogénase comme systeme
de régénéran. La quantité relative optimalde chacune des enzymes est défem masse de
poudre commerciale (@ FateDH15 g FaldDH75 gYADH) etl a quant i t ®ymealé at i ve
régénératioren masse @l protéinepure (380 g PTDH)Le procédé a égalemeété optimisé en
ajustant la quantité de cofacteNADH utilisé lors de la réaction (100 midour 10 mg.L* de
FateDH 150 mg.L* de FaldDH,750 mg.L* de YADH) et enaugmentant la pression de £dans le

r®acteur °~ 0,5 MPa. Ces conditions seront donc
Final ement , | 6i ndust ri a&llim®eapar la stabildedes gnzymes®d ® s
utilisée, reste a étudiet. 6 i mmo bnidesieszgnes (@pitre3) et | a mi se en T uv

(Chapitre 4) sontlesamélioratiors nécessairgsouvant étre apportées a ce procédé de valorisation
du CQ.

p.89



CHAPITRE Il Etude des systémes biologiques utilisés

p.920



Chapitre 11T Immobilisation des enzymes et étustaucturale des NPS

CHAPITRE Il z Immobilisation des
enzymes et étudestructurale des NPS

p. 91



Chapitre 1117 Immobilisation des enzymes et étude structurale des NPS

p.92



Chapitre 1117 Immobilisation des enzymes et étude structurale des NPS

[1l. 1 - Introduction

Les enzymes sont ddsiocatalyseurs tresélectifs qui pourraint représenter une réponse
appropriée aux nouveaux défis catalytiques dii'20écled e p adlioratiod denta sélectivité et
I 6 a u g maestvikessésaaréaction comparé a un catalyseur chirhimgemande actuelle des
industi es pour |l e d®vel oppement des biotechnol ogi
productivité et de la stabilité des enzymes permettant la mise en place de procédés catalytiques sous
conditions de pression et de température moyennesied verroustl 6 ut i I i sati on i nd
enzymesest kur stabilité visavis des effetsd e sol vant s, déoaccumul at i
températur@u de variation de pH.es enzymes peuvent étrelstsées en les immobilisant daan
support polymérique ou inorganicg . Les diff®rentes m®t hodes do
| 6adsorption dans des polym res naturels et da
covalent des enzymes au support et | dencapsul at

N.1.1-ImmoAE] EOQAQEIT 1-générdited Ui A O
L 6 a d s odespehziynees dans un support poresixla méthode la plus économique et la plus
rapide mais les enzymes peuvegtre souvent désorbées et redispessdans la phasgueuse. Le
greffage covalent des enzym&s un support inorganique empéche la lixivaties enzymeshors
du matériaumais le procédd e gr ef f age peut sbdav ®r eacaudeodesma g e a
conditions parfois dénaturantésa fonctionnalisation dmatériauest faiteau préalablet la réaction

de couplage des enzymagec les fonctions réactives du matériau peuvent aboutidéfdamation

et 7 | 6i esenzyimésv ati on d

L 6 e n c @p dansl les tmatrices sgél présente le meilleur des compromés conditionde
prévenir touternteraction directe entre lenzymesetlesal cool s g®n®r ®s pendan
précurseurs inorganiques | | est possible doéajouter des addit
polyméres (poly-vinylimidazole, polyéthyleneimine poly-éthyléneglycol) qui permettentde
maintenir les activitb i ol ogi ques. Le meil |l eur eskcellegellee d o6 un
Lipasestabilisée par du polyvinylalobetencapswdedans m solgel de silice qui est commercialisé
par Fluka. Néanmoinge manaie de contrble d porositédu matériau pendant la synthesesob
gelentrane deslimtabns déacti vit® dues ~ | a mauvaise dif

inorganique.
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[1l. 1.1.1 - Adsorption/immobilisation covalente dans un matériau Mmesoporeux

Les matériaux inorganiques poreux, dont la taille de pore est contrélée, peuvent étre utilisés
pour | 6adsorption dbébenzymes. Les enzymes poss ¢
surface. Lébadsor pti on ssoupro rleau xs urr@®saucl et ed 6dudni nnt aetr @ar
hydrophiles avec | e support consi d®r ®. Léadsor
aux interactions de Van der Waals avec |l es r®
| 6i nver ses Icieaissommns lhydrog ne qui per mettent I
hydrophile. Les supports inorganiques (comme la silice, les oxydes de titane ou des oxydes mixtes),
|l e carbone activ® et |l es r ®si nes ®leshréseage U s e s
tridi mensionnels avec de grandes surfaces sp®c
grand nombre de sites et les matériaux peuvent étre facilement récupérés. Legchsingsuses

d 6 a n dig@ghylamin@thyl cellulose (DEAEcellulos)) ou échangeuses de cations (carbatim

cdlulose (CMcellulose))sont les suppors les plus utilis&s pour | 61 mmo b dulfats at i on
de leursimplemiseénuvr e et de e ur disponibilit®.

L6i mmobilisation covalente dobéenzymes sur un
fonctions chi mi ques de surface de | 0% he suppert egtu i S0

préalablement fonctionnalisé avec des fonctions organiques réactives (groupements amines,
al d®hydes, ®poxydesé). Ce € nmeés I syntbekel do matéxjdari s at i o
greffage covalent de composés organiques sylilés, par-oratensaton ddesp ces s

inorganiques et de composés organiques sylilés ou en utilisant des précurseurs orgasydjléss bi

gui m nent ~ la formation door ga'ffbesaciddsangires m®s .
comme | 6arginine (poss de une fonction r®actiyv
fonctionnali s® al d®hyde ou ®poxyde, |l es acides
peuvent r®agi r avec des carbodiimides (ou ave

histidine qui compose les enzymes) pour former des liaisons covalentes avec le support. Ce type
doéi mmobilisation per met de menti tdlueeseadtbiovi te
prot ®i nes, cependant | 6i mmobilisation coval ent

enzymes et mener dans certains cas a leur désactivation.

Un cas particulier doi mmobil i s aréticuBsn(CLEASY al ent
0% |l es enzymes sont | i ®es | es unes aux autres

phénomeéne naturel dont se sont inspirés les biochinf&tes. utilisant des liens synthétiques pour
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attacher <ces enzyimdes eneymesres krgeenént ameglioréelmaia @ntobserve
une diminution de leur stabilif” La molécule dédiée la plus utilisée pour attacher feyraes

entre elles est le glutaraldéhyde (Fig-éavec n = 1). La longueur de la chaine carbonée permet de
jouer sur | a f 1 ex:iplslacihta® nleaiessst®el o'n gluéee n zpyl nues |

dans sa conformatidii.

0] 0 NH
6] NH
HWH - WO/ HzNﬂ 2
n n n
NH

(a) (b) (c)
Figure 61: Agents de r®ticulation dbéenzymes possible par
[ 6en y es avec des fonctions (a) al d®hyde, (b)

Outre la fonction aldéhyde, les acides aminés en surface des protéines peuvent aussi réagir avec
des fonctions imidate (Fig. €4, diméthyl adipimidatgn=1), diméthyl suberimidatén=2)) ou des
amines primaire@-ig. 61-c diamines aliphatiquégFig. 61).

[1l. 1.1.2 - Immobilisation par piégeage/encapsulation

Les r®seaux poreux utilis®s pour pi(@gnate, | es
chitosane, cellulose, collagéne, gélatine, séphpro€es suppors o n't | 6avant age
bi ocompati bles ce qui per met | eur uthimieifieat i on
biocapteurs, biomédecine, biocarburafn®®)L. 6 i mmobi | i sati on doéenzymes

dans des membranes sgmerméables qui permettent aux substrats de faible masse moléculaire de
diffuser a travers la membrane pouagi& avec le biocatalyseur. Les procédésgats permettent
déobtenir des mat ®ri aux macroporeux hi®rarchi
inertie chimique. Pendant leur synthése, le catalyseur enzymatique se trouve en solution aqueuse et
seretrouve immobilisé avec la condensation du gele bis constitugle supportinorganigue est

chimiquement stable. Cependant pendant la synthése dgelsdl 6 hy dr ol yse du

[

C

P

inorganiqud i b re de | 6al cool pouemymesSaon leeconditionslda d ®s :

condensation choisies, les enzymes peuvent &tre immobilisées sur/dans §8ogedsir/dans des
particules®® ! (Fig. 62).
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interactions

écrantées
(pH<7 DV

Réseaux de gels
tridimensionnels

Monomeére

Dimére

Cyclique

Particule

1 nm
S5nm
10 nm

interactions
répulsives
(pH>7)

30 nm

100 nm

Sols

Figure 62: Schéma de formation de sols ou de gels selon les conditions choisies lors de la

Lébencapsul ation

si |

condensation des particules solides.

ce/titane per met

dans

des
| Lo @mnempisan ast ®ni @5 e

s y'$?bu dans des manocapsules s

[

d e

souvent utilisée pour le piégeage de molécules chimiquement stables, les enzymes sont des

macr omol
Lébajout

enzymes

®cul es

compl exes, el |l es

peuvent °tre

édule ustatelisambeo (sucre, polymeére, protéine) peut permettre de préserver les

pendan't

| 6encapsul ati on.

[1l.1.1.3 - Combinaison de procédés

De nouveaux procédés innovants visarcombiner ces différentes techniques, cela permet de

(

bénéficier des avantages de chacune des techniques. Martin Hartman a montré que les réacteurs

enzymat.i

suivie de

lacor ®t i

®t

cul

ques

ai ent pl us ef fi

ation

caces

en combi

retrouvent bloqués dans lgmres du matériau, protéegeant les enzymes du milieu extérieur et

n .

ddenzy'Mdsesawga ®heat sgl dban

I
do

emp°®°chant l eur | i xi du beotéaceurDe Iplast les adiétés lerizymiatiques s at |
sont ®gal ement am®l i or ®es gr ©ce | 61e1fl) lees d e
mat ®r i aux qui se pr°tent l e mi eux ce type
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les monolithes qupossédent une porosité mést macroporeuse permettent des procédés sous

flux.11®

La combinaison des technigues dbéencapsul ati o
inorganique structuré paruneant r i ce organi que naturel P l@omme |
surface des particules obtenues peut également étre fonctionnalisée pour ajouter un effet de
stabilisation stérique entre les particules et empécher leur coagulatibei et ses collaborateurs
ont consacré tout un chapitre de livre référencant différeatbsigues permettant de structurer des
nanocapsules enzymatiqué&Dans ce travail, nous avons utilisé la méthode de structuration de la

silice par des phospholipides.

[1l. 1.2 - Immobilisation du systeme tri -enzymatique (FateDH/ FaldDH/ YADH)

La cascade enzymatique (voir Chapitre 3) permettant la conversion ganQ@éthanol a fait
| 6obj et de plusieurs publications. Les auteur.
stabilisation sur | diedr.i chei pPenhieer agrbowpge ans k
stabilisation est celui de B.C. Dave en 1999, ils ont immobilisé les enzymes dangyahdsokilice
classique utilisant le tétraéthoxysilane (TEOS) comme précurseur et montrent une meilleure activité
du systéme enzymatique encapstlié®* “* Aux Etats Unis ®gal ement, |
l 6Uni versit® do6Akron, Mi nesot a, a iIimmobilis®
covalente sur des microparticules de polystyf&ieur matériau donne une meilleure activité que
|l e syst me |libre en solution et peut tre r ®u
déactivit®. L e g radévelappédifiérentomodes deestabdisatiod plua ougnoins
efficaces pour ce type de transformation. Un-@slclassique en 2002 (TEOS/HC}®I de rapport
mol aire 1/0,1/6,4 nl/n) sui vi, egal hybridld ée, silicd 6 u n e
strucur ® par un r®seau tridimensionnel dobéalginate
atteintes par le groupe de B.C. Dave. Mais ils ont montré que la réutilisation du matériau est possible
jusqué” 10 fois avec | ate*p*Leur stratégie évolaeiem 2009cheec 25 9
| 6empl oi de pr®curseur de titane. Les enzymes
stabilis® par | e d®p?!t doéun oxyde de titane et
de B.C.Davé®En 2012, |l es auteurs se contentent doi mn
biotransformati on. La formiate d®shydrog®nase
recouvertes déuprotcoamicme . La particule est stat
silice qui i mmobilise | a formal d®hyde d®shydro
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pr ®curseur dooxyde de titane per met dype st abi
déoencapsul ation comparti ment ® s 0 e senfomadel®yte® ef f |
et a été également utilisé dans une application biocatalytique pour la dégradation des hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HABY® 13

Fr-nlal“‘““@

3 O-alginate CHJCH.G
&
qf:f;;\é's CaClz+Enzyme 1 ‘F
. Naz::cu ol

%%’ # ' HDMMC

Q‘ﬁ
b‘@,v(o Y & C‘ﬁz
% @Eu‘me

Figure 63: Mode destabilisation multi compartimenté développé par Z.Jiang et ses collaborateurs
pour la transformation du C®en formaldéhyde. Les enzymes sont immobilisées dans des
nanocapsules doalginate stabtlis® par condensat.]

Léapport de ces diff®rentes i mmobilisations
silice appelées NPS utilisées dans ce travail de thése. Les NPS sont des nanocapsules structurées par
des phospholipides (majoritairement des phosphatidylcholines) et stabilisées par la condensation

ddobune couche de silice sur | eur sur face.

[1l. 1.3 - Les nanocapsules de silice NPS

Les nanocapsules de silice se sont r@élé °t re un moyen dobéi mmobild.
| 6i mmobilisation doéoenzymes telles que | a gluco
et |1 6h®mogl obi ne ( Hb) .lsystéme permetruneangilteurd cartsérvation deé a n s
| 6activit® des e n z y-geé slassipuEd’. rladpepnocratp s & L ast isoonl ¢
bienzymatiques (GOx/HRP) et (GOx/Hb) a permis de produisitint,0,et dooxy der | es

[1l.1.3.1 - Historique de la découverte des NPS

Les premiers mat ®r i aux m®sopor eux uti |l i s®s
supports de type MCM1. Les enzymes adsorbées voyaient leur stabilit¢ augniéhtée
Loeamesul ati on dbéenzyme el Udiligant ldcétys taméddammentum e d e
bromide (CTAB) comme structuranh 6 a pas donn® decarrleETABestait s con

détergent puissant qui dénatlee enzymesLd u t i | fustensidadifrbiocompatible commées
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phospholipides donc été testgour structurede nouveax matériauxLe laboratoire des Matériaux

Avancés pour la Catalyse et la Santé (MACS) de Montpellier a découvert en 2004 un biomatériau
silicique structuré a base de phosphdlipis extr aits de | deuatioatd, lad 6 o e uf
dodécylamine, obtenu dans un mélange eau/éthanol en utilisant du TEOS comme source de silice.
Le matériau obtenu est une silice mésoporeuse spongieuse (SMS) similaire a une phase désordonnée
de MCM4 8 et a pr®sent® des r®sultats sup®rieurs
produits commerciau¥'Cd esturasu deceo | bopti mi sation des SMS p.
au cours dbébun stage iIing®nieur ESCNM/ TOTAL (an
synthése des nanocapsules poreuses de silice {RB&)nant de meilleurs résultats en oxydation

catalytiqgue que | es d9MS @®noorgsl odbei nfeb.encapsul ati or

[ll. 1.3.2 - Le systeme phospholipides/éthanol/eau

Les NPS sont form®s ~ partir de phospholipide
| 6aj out doébune solution aqueuse contenantuel es e
(®t hanol / phospholipide/eau) est un m®|l ange com
12212 a3 pr®sence do6®t hanol dans une bicouche de p
alkyles?*Les mol ®cul es doé6®t hanol s6ins rent entre
chaines alkyles des phospholipides dont la téte hydrophyle se situe du coté opposé de IdBicouche

(Fig. 64).

Figure 64: Sch®ma il l ustrant | 6i nterdigitation des p hosyg
avec une deshaines alkyle du phospholipide (image tiré de Kranenburg, M. Smit, B.
Simulating the effect of alcohol on the structure of a membrane, FEBS 20£14 Jun
18;568(1-3):15-8.)

Coest |l a pr®sence de mol ®cul es dob alaineounl ent

désordre de la bicouche lipidique et son interdigitatfdr?* La composition du systéme triphasique

(@cool / phosphol i pide/ eau) et | a | ongueur de I
pol ymor phi sme des bicouches qui peuvent sb6orgal
65a)**'*°L 6al cool favorise les interactions entre |

la fusion des liposomé$*'*’ L6 hydrat ati on des bi coudafoestionnt er d
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do organogel'®dei phopshahi pedes | i posletauwes de |

do
(0,350,86 pum diamétre}?® Des simulations de membranes de phosphatidylcholines (POPC),

un
hydr at at i'% et qui peut att®ihdee desdailles deetfjues centaines de nanométres

phospholipides majoritaires contenus dans | es

| 6 e f frbant des Ibisoaches visvis des atools et leur variain d 6 ®pai sseur en f

guantitéd 6 a |l ¢ o o |. Daasbus mélabg® eau/éthanol (15% molaire) la bicouche est composée

de pr s de 30% YDRitctmBHiONY mMmmbatr@®) |l a variation
phospholipides en fonction de | a nature de | 6a
influence ®gal ement | dorganisatibpn tridi mensi or
(a) (b)
(1) (2)
w2 ~
. . . %
(S) solution de lipides  * 1, , & 04
/ A /
(C) coacervation % $% !
3) (4)
(A) aggregation %% >
(L) liposomes a
(5) (6)
R > e/
(G) gel visqueux Ll 6L~
T y/
Figure 65: (a) Polymorphisne des bicouches dans wystéme triphasique alcool/phospholipide/eau
(selonT. Nii et F. Ishit??). Les phases de chaque région sont représesigar: (S)solution
de lipides, (C)région de coacervation, (L)suspension de liposome, (G)gel visqueu,
(A) r®gi on dé aggregation. (b) Di agr ame terna
phospholpide éthanol eau/0,1 M NaCl. (1) phospholipideéthanoieau, (2)

phospholipidé méthanoi 0.1 M NaCl, (3) phospholipidieéthanoteau, (4) phospholipidie
éthanoi 0.1 M NaCl, (5) phospholipidiel-propanol eau,et (6) phospholipidel-propanoli

0.1 M NacCl.
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Dans leu®t u d e, | es auteurs ont montr® | 6i nfl uence
kosmotropiques (stabilisent et structurent les interactiongeaauet ont donc tendance a stabiliser
plus fortement les interactions intermoléculaires des macrosystem A | 6i nver s e, | 6
chaotropes, de grosses molécules a faible densité de charge (sucres, PEG) aura un effet déstabilisant
sur ces structuré$? Il a été montré que des tensiotifs & téte de sucre pouvaient aussi altérer la

structure ordonnée des phosphatidylcholines (en bicouche de phospholipides) et fommeeltEs

mixtes DPPC/DM** L6aj out doébun cotensioactif tel que
dobaugmenter | a courbature de | o0interface huile
liposomes, ce qup er met | 6apparition de nouvelles struc
ddacc®der ~ des syst mes plus compl ¥emivdi | 6in

permettre une structuration en phase SMS (réseau tridimensionnel) ou NPS (capsulespardéonct

l a quantit® doé®t hanol

lll. 2 - Synthése des biomatériaux de type NPS

La synth se des NPS emploie un m®l ange de | @
(notée G.NH,) , | act ose, ®t hanol , eau et TEOS. Nous
param tres de |l a synth se NPS afin déen compre
tout dbébabord qui catalyse | a condensation du T
Léinfluence de | 6al cool g wsphatidylcholieer ed iquy pduteétrel e s k
responsable de | a d®sactivation des enzymes p

également essayé de nouveaux catalyseurs bioinspirés (urée, acides aminés) pour la condensation de
la silice. Nous avons vérifk 6 ef f et de | a stabilisation des enz

débun polym re sur | es enzymes avant | eur encap:¢

Les enzymes qui permettent la biotransformation dy €0méthanobnt étéencapsuléepar le
protocole initialement dévelpg parA. Galarneau eses collaborateuré’L 6 enzyme du syst
régénératiolu NADH (PTDH) a ét@&galement stabilig&gdans les NPS, soit seule, soit en présence
des 3 enzymes de la biotransformatiNious avons synthétisé €l&lPSne contenantpas 6 e n z y me

en parallelequi ont servide blans de réaction.
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[1l.2.1 - Protocole de synthese des biomatériaux NPS pour la conversion du

CO en méthanol

[ll.2.1.1 - Protocole de synthése

La premiére desynthess ne contient pasealprotéineet est utilisé comme blanc de réactipn
elle est nommé®CDO01 Deux synthéses supplémentaicesrespondet al 6 encapsul ati on
enzymes de la biotransformation (FateDH, FaldDH et YADidtée RCDO02t™ | 6 encapsul a
de | 0 eargémémtion du cofacteur (PTDH)otée RCD003). Une derniere synthése est

réalisée(RCDO004, correspondant ka co-encapulation des 4 enzymes.

Les 4 syntheseont effectuées de la méme facdime premiéresolution organigu€ommune
est préparée contenaht0 1 mg de | ®ci t hi ne 7, (SgnéoHl755ett7bai t e
mg de dodécylamined a n s 287,5 OL doé®thanol absol u. Qu a
préparéeslLa phase aqueuse de RCDO001 contient 150 pL de tampon phosphate (0,1 M pH 7) et 1,3
mg deb-D-lactose. Celle de RCD002 contient en plus Fat¢DH pug), RIADH (112 ug) et YADH
(488 uQ), (masse exprimées enug de poudres commerciajeda solution agueuse de RCD003
contient ell e | 0 epratginemre)krplisidutam@od et Gugphodphdiela
solution aqueuse de RCDO@dntientFateDH(1pg), FaldDH (15 pg) YADH (75 pg) (exprimé en
phg de poudre commercigleet 522 pg de PTDH grotéine pure). La solution organigue est
homogénéisg2 minutes aempérature ambianggar vortex,et 43,2 pL de solution sont introdsiit
dans chacun de4 différentstubes Ppperdorf de 1,5 mL (43,2 uL chacun). Les solutions sont
homogénéisées a 37 °C et les différentes sokitBmueuses sordjoutées goutte a goutte sous
agitation magnétique (13@0min™). Aprés homogénéisation (3 minutes, sous agitation magnétique,
1300tr.min™), le précurseur silicique (TEOS, 24,3 L) est ajouté goutte a giantechaque tulet
les solutions sont homogénéisées & 37 °C sous agitation magnétique (1300)tperidant 1 heure.
Le mélange est alors lais82 heuresupplémentaiesans agitation.

Apres gélification, les nanoparticules en suspensio®e peuvent précipiter que par ultra
centrifugation. Nous avons ajoudés mL de solution tampon (phosphate de potassium, 0,1 M, pH 7)
qgui per met ddé®cr ant e rculds de stide @tregtr@inerie®rgcaagulatior. Les e s |
tubes Bppendorf sont centrifugés pour séparer les particules de la solution aque088 {drin™,
10 minutes, température ambiante). Les surnagsantnt d®c ant ®s , s®par ®s su

stérique (Sephadex @5) et la quantité de protéine est doskans chacum des 18 fractions
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récoltées. Les particules sont lavées 4 énisoutpar le méme procédéout de 0,6 mL de solution
tampon 0,1 MpH7 et centrifugation 13 000mmin™, 10 minutes, tendrature ambiante).e matériau
est ensuite séché par lyophilisation pendant 12 heures.

[ll. 2.1.2 - Caractérisation des nanocapsules

Une partie de chacun des surnageants de laizfepl) est déposée en téte de colonles,
profils doé®l ution sont C 0 mpdasage squarititatit de$ fuactionsl e r ®
contenantésprotéinesun si mpl e cal cul per met delad@ntir mi ne |
de protéinenon encapsulée et la masse de NPS synthatsé permettent de définir le taux
d 6 e n c a p kes haadparticutes utilisées pour les biotransformations encapsulent pratiquement
la totalité desprotéinesen solution. Les interactions dgsotéines avec la bicouche lipidique
permettent leur stabibdion lorsque la membrane se redmurpour encapsuler totalement les
prottines La comparaison des profils dé®l utieon dolL

protéineet de ceux des différentes synthéses (Fig. 66) rend compte de la capacité dauraatéri
encapsuler leprotéines.

—
A1)
—

(b)

_. 35 S, ; .
2 ; !
=2 30 - i U \
o A S04 Pt \
g 25 T Y = '
| \l "..' ‘1 f
20 | P 3 4]
2 - o
o 157 P 2 1 ’
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10 | ! Y x o

2 ; \ 1 4
'E 5 1A /l @
© i
S 0 b i WA e
e}

0 2 4 6 8 10 12 0 1 2 3 4 5
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Figure 66: (a) Comparai son dEx)prpds | ¢6 admd@E&—UREGDOINI{>P n , (
RCDO02, (-=-) RCDO03, (-=) RCDO 4. (b) Zoom sur l a r®gion do®|
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Les biomatériaux encapsulent systéematiquement plus de 95ptatiémes en solution (Tableau

1) donnant des taux doi myebiadialetdDAMGhyhdOnackad MPTr i s er

Tableau 1: Concentration dbédenzy mes thdse mpermettantsde calcularalase ant s
taux doéencapsulation de chaque synth se et | a q
Matériau [enzymes] (dans [: Taux Quantit®
surnageant) (mg:t) d o encamp@®)ul immobilisée
MG nzymdOnps
RCDO002 11 97 27,5
(3 enzymes)
RCDO003 (PTDH) 24 96 41,1
RCDO004 2 99 439
(4 enzymes)
La formation des nanocapsules est expliqu®e i
tr s mobiles qui, apr s inclusion des enzymes

forment des nanocapsules interconnectées par hémifusion deshigisale phospholipides. Aprés

| 6aj out du TEOS, une coquille de silice se forr

it

Bicouche de Incorporation des Hémifusion des membranesde  Formationde la
phospholipide enzymes entre les phospholipides tout autour des  coquille de silice
interdigitee bicouches de enzymes
dans I'éthanol phospholipides

+ dodécylamine

Figure 67: Mécanisme de formation proposé des nanocapsules de silice strestupéar des
phospholipides.

Les images obtenues par ciy&M (Fig. 68) sur des coupes de 0,7 nm montrent des diametres
de nanocapsules entre 20 et 40 nm qui sont interconnectées par des ponts adesbideu

phospholipides. L6O®pai sseur dles edt antrec3oet1 § hng etd e s
| paBse r di mi nue ° | 6approche des interchedenecti o
phospholipide © 1 06int®rieur des nanocapsul es de
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_\ Rarticle size +
. t‘r"{ ’

Silicaall ~°3

: 11 g

' N
o T

Figure 68: Clichés obtenus par CryoTEND.

La distance caragéristigue de ~8 nrmbservé par DRX, correspond probablement a la distance
de répétition fourrd par la couche de silice et celle de phospholipides (Fig)68prés sonication
dans | 6eau, |l a taille des nanopart i ch)Hlesonta ®t ®
des tailles variées entre 20 et 50 nm comme déterminé avec les analyses faites-paMC(ya@.
68). Vu la taille des enzymes encapsuléesZl0 nm) et | 6 ®pai sseur des ¢
et de silice (3 a 5 nm), la taille des nanocapsatiesidue (220 nm) est en accord avec les mesure
faites en DLS (Fig. 6®). Cela indique que les enzymes ont tendance a étre encapsulées
séparéemen. 6apport de | 6encapsulation sur chacune

faut alors relever qule rapport massique optimal entre les enzymes, libres et encapsgstes,

susceptible dearier.

(@) (b)

Intensité

—

05 15 25 35 45 55 10 100
20 (°) Taille particule ( nm)

Figure 69: a) Diffractogramme ér ayons X doéun biomat®riau NPS renfe
biotransformation.b) Répartition de taille des nanoparticsiléu méme matériau NPS.
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Léanal yse thermogravi m®t ri qgue des particul e
contiennend70 mg de matiere organique par gramme de NPS. Les pores du matériau étant remplis
par les phospholipides, seule la porosité interpadiilest visible et est autour de 20 nm. La
surface externe des particules est de 24 h{Fig. 70a). Le potentiel de surface des particules est
négatif autour dé 15 mV a pH 6,5 montrant que la surface externenegbritairemende la silice
(sans ktouche de phospholipides autour) (Fig-brQ . La force de r®pul sio
suffisante (potentiel Zetas8 0 mV) g®n®r ant | 6agr ®gation des pa
les images obtenues par microscopie électronique a transmissiorefanne

(a) (b)
70 40 suspension
e YR 0 15 i
& 50 - : .1 ml/g S 20 A aggregation
72} D=20nnm e 10 -
)] 40 ~
~ ) 0'
— 30 4 o
b a -10 e 1
= 20 A ; = .
> As-synthesized O -20 .
10 30 |
0 . T . T -40 | 1 1 1 |
0O 02 04 06 08 1 2 4 6 8 10 12
P/Po pH
Figure 70: Caract®risation doébun mat ®ri au NPS encapsul ant
|l sot her me déadsorption/ d®sorption ddazot e " 77
particules a différents pH.
.22 -%O0O0AA AA 1 06E® Al BRRAAOAA Aa forrdafidn Adsi 1 AAT

NPS

n.22.1-2 i A AA 1T A AT Ai AUl ATETA AO AO OUPA ABJAI Al
La dodécylamine a été chascomme catalyseur pour la condensation du TEOS dans les
synth ses SMS et NPS car | 6utilisation de NaF
activité enzymatiqué®® **? La dodécylamineest un produit chimique corrosif et nocif pour
| 6 envi r Ceitea makdeule tensioactive peut mener a la dénaturation des enzymes par insertion
de la chaine alkyle de la dodécylamine dans les pochesphidmb e s d ela kydtkeésezdg me .
nanoparticules NPS par voie verte implique le remplacement de ce produit chimique par des amines
de nature différenteS.M. Jones a montré le role catalytique des amines dans la condensation du
TEOS, | 6aj out déami nes peut faire wvarier l e 1

Cependant | e m®cani s me catalytique ndest pas
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mécaismes les plus probables soient la catalyse nuclédpfitfé.Le pKa de la dodécylamine est

de 10,63, ce qui signifie que les amines sont quasiment toutes protopék6,5, pH du tampon de

|l a synth se NPS. Cependant | 060®t ude th®orique d
présence de phosphatidylcholine, une interaction ionique entdodécylamine et la choline
emp°che |l a protonation de | 6amine qui°Dapsdaut don
but de définir si la dodécylamine a un réle structurant prépondérant dans la formation des NPS, nous

avons comparé deux séries de synthese avec et sans dodécylamine.

De plus, | 6®t hanol est reconnu noci f pour I
phospholipides. L' ®t ude sur | 0 iBrSmieetNdKranenbuagt i o n
montre que | 6®t hanol peut °tre RawMMlefecming ar d
dénaturanipour les protéine¥® Nous avons donc synthétisé deux séries de NPS dans 4 alcools

di ff®rents, | 6une des s®ries ne contenant pas

Pour cette étudeous avons choisi 6 encapsul er | a horse radish
FateDH, FalDH et YADH pour des raisods colts. Les syntheses sont effectuées dans un bain
mari e 7 37 AcC, |l a solution organique <contient
di ssous dans 1 g dbéalcool . 25 mg de dod®cyl am
solutons®o gani gues sont agit®es par un barreau magr
solution aqueuse (3,6 mL tampon phosphate 0,1
deb-D-l act ose) , et pendant | 6aj outhacdnudesmjoutscse faits e u r
goutte a goutte. Les synthéses contenant la dodécylamine sont agitées pendant 10 minutes, puis la
formation du gel empéche la rotation du barreau aimanté. Les syntheses ne contenant pas la
dodécylamine sont agitées 10 mieset lassés en statique. La formation du gel a lieu aprés 16
heures de réaction. Toutes les syntheses sont lavées de la méme fagon avec ajout de tampon

phosphate et centrifugation 4 fois.

La comparaison des gels obtenus avec ou sans dodécylamine (ndték) ermet de voir
| 6effet catalytique de | 6amine dans |l a formati
les phases organique et aqueuse se séparent rapidement. Le TEOS et la lécithine sont solubilisés
dans | 6al cool al o m-®-ladoseeresternt en pleasezagueses Laesépardtian de
phase est moindre pour la synthése dans le méthanol du fait de la meilleure miscibilité du méthanol
dans | 6eau. En effet |l e param tre de DRattbi |1t
=297MPd) est sup®rieurlgm=CeMPdfHetde” | 6@t adweb pro
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oropanol= 24,4 MP& Uy yropanai= 23,7.MP&?). Plus la chaine alkyle est longue ou ramifiée et plus la
séparation de phase est favorisée et b&erminée (Fig. 71). Pour obtenir un gel homogene il est
donc n®cessaire doéajouter de | damine. Une g®lI
| 6®mul si on initiale avant |l a s®paration de ph

condenston de silice.

Figure 71: Photo de la synthése de NPS sans amine avec 4 alcools différents. Synthése dans le
m®t hanol , | @ tolpammll, elte | Bi sopropanol apr s 16h

Léef fet de structuration de h des difféerentscaleoolp ar I
utilis®s a ®t ® sui vi par MEB (Fi g. 72) . Quel gt
entra"ne | a formation déun mat®riau plus divi s
dodécylamine entraine une wbure plus importante des structures siliciques. Avec ou sans
dod®cyl ami ne, l a taille des nanoparticules 7 |
selon la séquenceMeOH < EtOH < 1PrOH < 2PrOH.
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Sans C;NH, l Avec C,,NH,

Figure 72: Photos MEB des matériaux msthétisés avec tesans dodécylamine en fonctiotes
di ff®r ent s t:ynpteanol, dthanodl,choopdnsl, 2propanol.
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Les particules obtenues sont en fait wggégationde nanoparticules comme le montre les

clichés MEB sur la figure 73.

Figure 73: Particul es for m®es de | 6agr ®gati on des nanec

dod®cyl amine et (a) | 6®t hanol , (b) 1 6i sopropanol

Déapr s les <clich®s TEM, seule |l a synth se
nanocapsul es. L é faverisqy la formatianalé lipdsomesrecouvertdde silice: Le 1

propanol donne une phaksenellaireet le méthanol des feuillets de phospholipides enroulés sur eux

mémes (Fig. 74).
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ans C;;NH, | Avec C,;NH,

Figure 74: Clichés TEM des particules synthétisées avec ou sans doal@dayé en présence de
différents alcools méthanol, éthanol, tpropanol, 2propanol.
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Léexamen despaitcfudredi obt enuledi saovpercodam®a lh aento | |, a
montr e aussi | a pr ®s ence ddédune a latquaetité gl a s e t
phospholipides utilisdans cette synthese (0,4 g/g) au lieu de la quantitélassiquedes NPS
(0,7 g/geog ne soit pas suffisante pour obtenir une phase homogene de nanocapsujesnGes
avaient pourtant été optimisépsécédemment™® mais sans que la pureté de la |écithiree soit
mentionné. Cependant outre la phagaimensionnelleS MS , on voi't | apparit.i

TEM de nanoparticules sphériques de4Bonm (Fig. 75)

Figure 75: Clichés TEM montrant la coexistance de phases SMS et de nanocapsules NPS dans les
synth ses wutilisant (a) | 6 ®t hanol et ( b) | 6i sopi

Léanal yse des mat ®ri aux par ATG (Fig. 76) mo
200 AC, une tr s faible perte de masse (< 5%) ¢
a 550°C a la dégradation de toute la matiére organique (lécithine majoritairement et dodécylamine)
et de 550 AC ° 900 AC " | a pert kepodfddedapertd dee ~ |

masse relative des synthéses en présence de méthanat asats dodécylamine sont similaires

avec 50 % de perte de masse organi que. Le mat ®
la silice
Les synth ses en pr ®s ence de m®t hanol et d

phospholipides dans lerat ®r i aux avec pratiquement 60 et 40
avec | 6®t hanol sans et avec | a dod®cyl amine,
syntheses avec le méthanol avec et sans dodécylamine. La formationdag&leen préseare de
dodécylamineempéchd 6i ncor por at i o,danslles synthéses pvecoiprbpanol éte s

le 2-propano) avec seulement 206 i ncor por aotrgasique.de mati r e
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(a) sans C,NH, (b) avec C;,NH,
désorption combustion de déshydroxylation de désorption combustion de déshydroxylation de
de I'eau la matiére organique la matrice silicique de l'eau la matiere organique la matrice silicique
100 méthanol 100 ~ méthanol
\ éthanol = éthanol
90 4 —— 1-propanol 90 —— 1-propanol
—— 2-propanol —— 2-propanol
— 804 804
S er— &
2 10 2 704
2] 2}
E E M~
) 60 o 60
=] o
o) [ @
5 50 5 50
5 g X
—
40 40 \
30 4 30 4
. T . T v T ! . T T . : : T
200 400 600 800 200 400 600 800
Température (°C) Température (°C)
Figure 76: Cour bes déanal yse ther mogravi m®t rmoqtéeeesn d e 3

température de 10 °Qmin* ( a ) synth ses sans dod®cyl amine av
le 1-propanol, le 2propanol, respectivement. (b) Synthéses avec dodécylamine et avec le
m®t hanol , | o®pahod, hed2propanole respectivement.

Les diffractogrammes de rayons X des matériaux synthetisés sans dodécylamine (Fig. 77) ne
donne quodun signal autour de 6 nm correspond

phospholipides plus ou moins ind®¥rdigit®e selor

20000 —
— méthanol
18000 éthanol
— 1-propanol
16000 2-propanaol
14000
12000
2
‘@ 10000 -+
c
L
= 8000
6000
4000
2000
0 T T 1
4 5 6
Angle (2theta) (°)

Figure 77: Diffractogramme de rayons X des matériaux synthétisés sans dkdéicye et avec le

m®t hnaol , | o®@pahod et el2propnel, réspectivement.
En conclusi on, seul | 6 ®t hanol semble conduir
pr ®sence doéun catalyseur dfH).a silice tel que |
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n.2.22-) 1 £ 0AT AA AA 1T A NOAT OEOi AA AT Ai AUl AT ET A

Nous avons alors ®t ud ihMH; énéquantitél piwseimportantedsar la 6 aj o
structuration des matériaux. La synthese classique de NPS optimisée dans les études précédentes
correspondait & un rapport massique de (1 TEOS/2 EtOH/QD81¢0,7 Lécithine/7,2 eau/0,05
lactose) équivalent & un rappanolaire (1 TEOS/9 EtOH/0,056 ;@NH,/0,189 Lécithine/83
eau/0,030 1lactose). Nous avons synthétisé 5 matériaux avec une quantité croissante de
dodécylamine correspondant a des rappogtsiinteos de 0,056 (synthése classique de NPS)
0,084, 0,112, 0,14@&t 0,168 en suivant le méme protocole que précédemment. Nous avons observé
gue la masse de matériaux obtenus augmente proportionnellement avec la quantité de dodécylamine
utilisée (Fig. 78a). Aprés sonication, la taille des particules mesurée par diffals lumiére (DLS)
augmente pour des rapportsJH,/TEOS > 0,14. Elle est de 50 nm pour des rapports
C12NH,/TEOS = 0,06 et 0,08, et augmente a 100 nm pour un rapport 0,11, a 200 nm pour un rapport
0,14 et a ~500 nm pour 0,17 (Fig-@B

(a) (b)
1 900
800 1 ™mesure 1
Hmesure 2
> 0,95 A 700 -
~ — mesure 3
3 £ 600
o
g 09 : o 500
k] ° o
£ =
€ 8 400
> 0,85 - o
° 300 -
% 200 A
g 0.8 A
N 100 -
0,75 T T h
0,05 0,1 0,15 0,06 0,08 011 0,14 0,17
Rapport C1,NH,/TEOS Rapport C;,NH,/TEOS

Figure 78: (a) la masse de poudre synthétisée est proportionnelle a la quantité de dodécylamine
utilis® | or s de | a synth se. ( b) e surnld tailleedex e de |
agrégats de nanoparticules.

Les diffractogrammes de rayons X des matériaux. (F&y montrent tous les mémes pics, plus
ou moins intenses situéd B°, 2,8 ° et 5,5° endxorrespondant & des distances Hnéticulaires de
6, 4, 3,2 et 1,6 nm. Les pics 7 3,2 et 1dé nm s
phospholpides qui semble avoir disparu pour la synttf@sdlH,/TEOS = 0,08.
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14000 A Rapport C,,NH,/TEOS

0,06
—~0,08
—0.1
0,14
0,17

12000 ~
10000 4 |

8000 4 |\

intensité

60004
4000 -

2000 A

Angle (2theta) (°)

Figure 79:Diffractogramme de rayons X de 5 m@aiaux comportant des quantigécroissantes de
dodécylamine (50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg et 150 mg de dodécylamine pour 1g de

TEOS)
[ ] serai-t donc i nt ®r essant do®t udi er aussi
CiNH,/ TEOS = 0,08 qui semble favoriser | 6homog®n

lamellaires. Cette quantité est supérieure a celle utilisée précédemmentietaNPS. Il est donc
aussi i mportant de voir soO0il est possible de r e
n.22.3-) 1 £ OAT AA AO OUPA ABAIT ET A OOEI EOi 8
La dodécylamine a été remplacée par 3 amines deendifférente dans la synthedes NPS
(Fi g. 80) . La tri®t hyl amine (TEA) gui poss de
connue pour influencer la structure des phospholigifest | daci de ami n® Hi sti d

la biosilification de matériau¥®

C 3 m

RN N HoN NH,

(a) (b) (¢)

Figure 80: Les amines utilisées pour remplacer Bodécylamine dans la synthése des NPIa
tri ® hyl amine (a), | 6ur ®e ( b) et | 6hi stidine (c)
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La m°me quantit® molaire doéamine a ® ® aj ou:
rapport molaire C;o,NH,/TEOS = 0,06 et donc a une composition massique de70,0
(triethylamine/TEOS), 0,016 (Urée/TEOS), 0,042 (Histidine/TEQS).

Les synthéses ont été effectuées dans un bain marie a 37 °C. La solution organique contient 0,2
g de | ®cithine (60%, extraite de jaunesuitedOT uf,
25 mg (0,134 mmol) de dodécylamine ou une quantité équimolaire de chacune des autres amines
(triéthylamine, urée, histidine soit 13, 8, et 21 mg, respectivement). Les solutions organiques sont
agit®es par un barreau maugan @ueugeucempgseendd 3B ML | 6 a |
tampon phosphate 0,1 M pH 7 contenant 25dagoudred 6 enzy me ( YADH, Si gma ¢/
mg de b-D-lactose. La solution est homogénéisée sous agitation pendant 5 minutes. Puis le
précurseur silicique (TEOS, 0,5 g) egoué goutte a goutte sous agitation. La solution est
homogénéisée pendant 10 minutes sous agitation. Le gel est ensuite laissé vieillir pendant 16 heures
a 37 °C. Toutes les synthéses sont lavées de la méme facon en ajoutant 5 ml de tampon phosphate
pH 7 puis sont transférées dans des tubes Falcon et centrifugées (10 008, tt5nmin) afin de

séparer les particules qui précipitent des précurseurs de synthese en solution dans le surnageant.

La nature des amines utilisées pour catalyser la condensatiprédurseur silicique entraine
des différences structurales sur les matériaux. Lorsque la dodécylamine est échangée par une amine
non tensioactive, on observe une perte totale de la structuration en nanocapsules et une formation

privilégiée en liposomes uitilamellaires recouverts de silice et des phases lamellaires (Fig. 81).

Loéuti |l i s atquicest codne polrdntendi@ter les membranes de phospholipidesble
favoriser | a formation de | i pos & mmtensiodctlf dasse mb 1 e
cette synth se, plusieurs solutions sont envi se
| 6empl oi e de phosphatidyl ethanol amines, tout d
lipidiques.
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Figure 81: Clichés MEB et TEM de matériaux synthétssé ans | 6 ®t han ol avec | a dc
tri ®t hyl ami ne, | 6ur ®e et  6hi stidine, respecti v
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[ll.2.2.4 - Etude cinétiqgue par DRX de la formation des matériaux obtenus avec la
AT A7v Auil ATETA AO 160071 A

La formation des mat ®ri aux obt suNiepsrdiffrackoa | a d
des rayons X et per met d e wvcturale aulseirsdu thatériduedr e nc e s
matériaux ont été synthétisés de la facon suivante en utils&RP (0,025g) comme enzyme. La
synthése avec la dodécylamine avait les rapports massgyeants (1 TEOS/2 EtOH/0,05
CoNHyY 0,7 L®cithinel 7,2 eau/ 0,05 lactoseetdeseux a2
rapports massiqeale (1 TEOS/2 EtOH/04 Urée/0,7 Lécithine/7,2 eau/0,05 lactogellifférents

t emps de | a synth se, des ®chantillons sont |
diffraction des rayons XFig. 82a, 82b) pour la dodécylamine et (Fig. 82et82d) pour | 6ur
Les diffractogrammes réalisés au temps t1 sur figure 82 a et ¢ correspondent au mélange initial de
phospholipides et déamines dans | 606®t sabterus . Le
apres le mélange avec la solution aqueuse. Le temps t3 correspondm®| ange f i nal ap

TEOS. Les diffractogrammes des figures 82 b et d correspondent a différents temps de réaction
apres introduction du TEOS4 et t5 sonégauxa 15 et 30 minutes pour la dodécylamine et t4 a t7

correspondenta 15,30, V2 0 mi nut es pour | 6ur ®e.

Pour le mélange organique initial de la synthese de NPS avec la dodécylamine on voit
apparaitre (a) 1 pic a 5,1 nm, (b) 2 pics a 4,37 et 2,2 nm et (c) 2 pics a 3,2 et 1,6 nm. Les familles (b)

et (c) de pics correspondent a desgaisalamellaires moins et plus interdigigrespectivement.

Lébajout de | a solution aqueuse ff @&iaf odi spgar alEtC
assimilable adl 6 al cool , |l a phase | amell aire ( lg r ®ap
|@@v aporation de | 6®t hanol produit par | 6hydr ol \
(b) dispara’t au profit dobébune nouvelle phase m

en pic large autour de 7,8 nm (F&R-a) aprés 24 heusede gélification. Ce déplacement de pic
correspond ° | 6aj out d e c oruaatbue de ladpleasedamellaire de p e n c
phospholipides de 4,4 nm et a son organisation en nanocapsules. Les phases (a) et (c) ne semblent
pas semodifier pendant la gélification du matériaget sont retrouvées apres 24h de gélification dans

le diffractogramme de DRX final (Fig. 68).

Pour | a synth se avec | d6ur ®e, | e m®| ange org
plus de la phase (a) montrant pic a 5,1 nm, il y a 3 picsupplémentairea 5,8, 2,6 et 1,8 nm.

Aprés ajout de la phase aqueuse, les 3 pics supplémentaires disparaissent et seule la phase (a)
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caractérisé avec 1 seul pic a 5,1 nm subsiste. Cette distance semble correspondre a da distan

intercouche dans les liposomes multicouches observées par TEM (Fig. 80).

Avec C,NH, Avec urée
10000 - 51
20000 -
(a) 43"7 organique (C) organique
+aqueux 18000 + + aqueux
8000 51 | +TEOS 16000 - +TEOS
% | I| @© 14000 -
§ 6000 - | g 12000 4
= Il S o] N
[ = 57,6
4000 - | 8000 - \
1 N
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Figure 82: Spectres DRX obtenus pendant la synthése de NPS encapsulant HRP. (a,b) Selon le
protocole de P.Laveille. (a) Etapes préliminasrale la solution organique (noir), du
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La dructuration en nanocapsules ne semble donc que possible en présence de dodécylamine et

Les

pl u

do®t hanol

pr ®sence, en

pi cs

s des

Suppl EGomaEslterd3i2mma sont didnsdas ada® s

el

n an o c afpastionilde ghasd lipdsdnme g6c t a nt

nm) et lamellaire (3,2 nm) dont la formatipourrait peuétre étre évité en augmentant la vitedse

gélification du gelet cee n

augment ant

| a

p.119

g 1tNHATEOS(nB) (FElgd @Bh)i n e



Chapitre 1lIT Immobilisation des enzymes et étude structurale des NPS

Ne pouvant donc pas@r i or i

rempl acer |

a

dod®cyl amine et |

avons étudié un autre moyen de protéger les enzymes pendant leur encapsulation (Chapitre 4).

lll. 3 - Conclusion Chapitre Matériaux

De nombreuses syntheses ont été effectuées gmurettre de comprendre la formation des

nanoparticules de type NPS.
m®|l ange compl exe qui | 6est
déal cool utilis® influence

ddbaut ant

Le m®l ange organi

Fileitgpe par |
stru

| argement | a

formulations variées allant de réseaux tridimensionnels spongieux (SMS) en passant par des

organogels de phospholipides ou a des phases lamellaires iotenftess organisées en liposomes

multilamellaires (Fig.83).a c o

ncentrati on

en tampon phosphate

du systéme triphasique eau/alcool/lécithfhetaurait pu également étre étudiée.

i P (1]
TEOS/Iécithine/éthanol/lactose/eau
1/0,12/9/0,03/83 (n/nteos)

TEOS/urée/lécithine/éthanol/lactose/eau X O
1/0,06/0,12/9/0,03/83 (n/nteos)

+ dodécylamine
+TEOS

TEOS/dodécylamine/lécithine/
éthanol/lactose/eau
1/0,02/0,2/0,8/0,06/2,9
(9/gre0s)

Phase lamellaire
interdigitée
dans I'éthanol
DRX:3,2,1,6 nm

TEOS/dodécylamine/lécithine/
éthanol/lactose/eau
1/0,02/0,12/4/0,12/2,9

(9/gre0s)

Figure 83: Les différentes formulatios accessibles (a) phaselamellaire interdigitée R y a ahoQ S (i K
transformé en réseau tridimensionnglar ajout de TEOS, en liposomg@s) mono et (c)

multilamellaire I @S O
dodécylamine et (e) efi a {
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Il semble évident que la dodécylamine soit le catalyseur de choix pour la condensation de la
silice dans |l a synth se des NPS. Sa pr®sence ¢
dans le mélangeae/éthanol. La dodécylamine permet aux phospholipides de se recourber plus
facilement pour former des nanocapsules. Les nanocapsules sont formées soit paddssio

membranes, soit par rétigsement et disparition des membranes phospholipidiglies.

Les nanocapsules de NPS ont ®t ® observ®es ¢
enzymes ° | 6i nt ®r i eur des nanoc apmotalesagecune st e e
sonde fluorescente. Cat@rmettrait de définisi lesprotéines sont adsorbées sur la surface de silice,

insérées dans les feuillets de phospholipides ou directement encapsulées dans les nanocapsules.

Léutilisation de m®t hanol , propanol et i soprop
| @t hanol y parvient. 1 en est de m°me pour I
 6hi stidine. Le m®l ange ®thanol et dod®cyl ami n:
de silice formées par interdigitation de couches phospholigdgu L6®t hanol et | a

étant reconnus pour étre nocif pour les enzymes, il est donc important de les protéger en ajoutant des
sucres comme le lactosmi encore le tétralose (le plus utilisé en industpelr les enzymes

hydrophiles ou de les PBA&r par greffage de fonction PEG pour les autres.
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CHAPITREIV z Améliorations possibles du
systemepolyenzymatigue
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CHAPITRE IV : Améliorations possibles daystéeme polyenzymatique

La cascade enzymatique permettant de transformer jee@@éthanol a pu étre optimisée de
mani r e rationnel |l e en ajustant chacun des p
proviennent doorganismes diff®rents, nous avon
fonctionner les trois enzymes (foiate déshydrogénase deandida boidinij formaldéhyde
déshydrogénase deseudomonas putidat alcool déshydrogénase 8accaromyce cerevisiqale
facon optimale dans les mémes conditions. Nous avons ensuite optimisé la quantité relative des trois
enzymes de la biotransformation. Nous avons ensuite sélectionné le meilleur systeme de
régénération pour le NADH, la phosphite déshydrogénase (PTDH). La quantité relative du systeme
de régénération et du cofacteur a ajouter pour la biotransformation a été ptudiétteindre des
conversions optimal es. Nous avons ®gal ement ®t

permis dbéaugmenter tr s nettement | es capacit ®s

V.1 - Catalyse sous pression avec le systeme polyenzymatique

encapsulé dans les nanocapsules de silice (NPS)

L6O®t ude du syst me dobébencapsulation du Chapit
dans les nanoparticules NPS développées au labordtbiced i nf | uence deur | 6enc
| 6efficacit® de ¢€téattudei ot Dansf voi tafix ndemes RCDMM2nat ®r |
(encapsulantFaeDH, FddDH, YADH), RCDO003 encapsulant seulemef®TDH) et RCD004
(encapsulant FateDHFddDH, YADH et PTDH) a ététesté sous pression modérée de 6 bal)

a 37 °C pendant 3 heures. Une quantité connue de NPS estepassispendeidans une solution

tampon pH 6,5 (phosphate de potassium, 350) ravec NADH (100 M) et NgHPO; (50 mM)

(l orsqgue | 6enzyme de (Tabeau@hnevolarte totalrde réastion eptr@,s e nt e
contenu dans des tubEppendorfs de 5,ml fermés et persdiametre 1 mm). La suspeasi de

NPS est homogénéisée panisation (3 x 3 secondes) et les tubes sont placés dans un réacteur de
250 ml , | 6air pr ®s e nipendanttl mpuie: lga @onpea en pressigd(B ux de

bar) est opérée avant celle en températuge=(37 °C).
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Tableau 2: Composition en nanocapsules NPS des Eppendorfs utilisés lors de la réaction de
conversion du C@en méthanol sous pression moyenne (0,5 MPa)

Test déavacddesNRSI t ® masse NaHPG; (50
mM)
B - sans régénératiqirCD002) 2,47 MGcpoo2 non
C - systéme de régénération encaps 0,76 Mcpoo2 oui
séparémentRCD002 + RCDO003) + 3,6 MGcpoos
D - systeme de régénération - 2,60 M@kcpoos oui
encapsuléRCD004)

En fin de réaction, laempérature est descendue en positionnant le réacteur dans un bain de
glace, le réacteur est décompressé et les tubes retigstiéfugés 5 minutes a 11 000nin™. Une
partie des surnageants sont mélangés @t a | o r{solutiontde pentanol pudiluée 1000 fois)
(9/1 viv) etinjectés en GE&-ID.

Nous avons donc réalisé trois test catalytigues avec les enzymes encpasigdseB)
encapsul ®es sans | 6enzyme de r ®g @ncapsuéesiacenla PTDH,
PTDH, et (testC)Jdencapsul ati on s®par ®es des 3 enzymes e
®t ® compar ®es ~ | bactivit® des 3 enzymes en sol
aussi a P = 0,5 MPa (test A). Pour cela les activités ont été comparéaamareg de poudre

enzymatique commerciale regroupant FateDH, FaldDH et YADH.

6 .

é Libre | Encapsulé

N 1

95 4 |

3 | 430
) 1

=41 |

3 1

n |

23 A 1

= 1

a : 2,01
D2 |

T 1

Q |
_E 1 B 1 0,88

[e) ]

£ 0,16

€0 +— : .

A B C D
Figure 84: I nfl uence de | 6 encoygeme | ariernzymatiques udmisé | e

(FateDH/FaldDH/YADH a 10150, et 750 mgL™* respectivement Nyapy = 100 umol) a 37
°C sous une pessionde 5 bar Régénération par PTDH3,5 gL™) et NaHPO; (50 mM).

(A) systéme libre avec régénératio(B) systeme encapsubkans régénération(C) systéme
encapsué avec encapsulatioséparée du systeme de régénération (PTDHKID,) systemeco-

encapsul ® avec | 6enzyme de r®g®n®r ati on.
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CHAPITRE IV : Améliorations possibles daystéeme polyenzymatique

Léencapsul ation des enzymes dans | es nanocap
nettement la production de méthanol par rapport au systeme libre en solution. Les nanocapsules de
silice NPS contiennentedla dodécylamine et il est bien connu que le €©complexe de maniére
réversible avec des amingsCe phénoméne paurai t per mettr e Jadpmésdw mul at
site catalytique de la formiate déshydrogénase et ainsi augmenter la vitesse de réed@beperdu
formaldéhydelL. 6 e f f et catal ytique de | 6encapsulation s
simplemet en encapsulant séparément les deux dernieres enzymes de la biotransformation et en
| ai ssant l a formiate d®shydrog®nase sous sa f
préférable a une encapsulation sépab@ns l'ignorance qlon a de la locédation des enzymes
les unes par rapport aux autres et des parcours suivis par les molecules dans le milieu, ledevitesses
conversiongmesuges avec les nanocapsules sont certainemugsgidépendantes des processus de
diffusion.L6 i mp o r t a n aresystktrdeude régénésatton du NADH est encore démontrée pour

augmenter |l 6activit® catalytique. Léencapsul at
prometteuse malgr® | es effets nocifs reclbnnus
a d®) " ®t® montr® que ce type doébencapsul ation |

vis de la température, et que leur utilisation pouvait étre prolongée comparée & une enzyfie libre.
Des amélioratios du systeme ont alors éantreprigs afin de stabiliser les enzymes avant leur

encapsulation.

I\VV.1.1 - Stabilisation des enzymes par PEGylation

Bien que le systeme polyenzymatique soit déja bien optimisé, il existe plusieurs voies
permettant déam®l i orer e. fl caoétéemontré& notpmnment ®ue®la b i o c
stabilisation des enzymes avant leur encapsulation permet de conserver de meilleures activités

catalytiques, et ceci est possible par greffage de chaines de poléthyléneglycol sur les acides aminés

de surface desenzym®L e probl " me maj eur deparldéseprocéadépSol | at i «
Gel est | 6al t ®r ation de |l a structure tridimens
produit pendant | 6 hon ddesoprégusseurs silicigpiéUae poocédudeede s at |

modification par le polyéthyléne glycol développgar H. Wu et ses collaborateuf§a pernis de
mi euXx ¢ ons edeVwADH lorsda som énvapstla@ion dans ungall classiqueavec une
conservation de 50% doéactivit®r pbaenzymazlymbr d

encapsulée.
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Afin de pouvoir grefferlesclime s PE G s ur ého&ypatyethyleneglycol est danve
en carbonate de succinimidgrbonatepolyéthyléneglycol (S@PEG) par la méthode de Zalipsky

pour étre ensuite liedea - on coval ent8p. ~ | 6enzyme (Fig

0O 0O 0
H_;C-E()('II_?CII;j—I;(} O—N +,enzmuﬂm—hEl_;c-EOFH;FHg}IP NH L‘enz

0

Figure 85: Principe de modi f iPEGytatioo BCREE). | 6 enzy me par

La dérivatisation du gthoxy PEG (CH-O-(CH,CH,0),-H) est faite & froid et a reflux en
solution organique selon le protocole ldeWu etses ollaborateurd®: 60 g de PEGnéthoxy sont
dissous dans 200 ml déun m®l ange tolu ne/dichloro
phosg ne 20 %. Léacti vatménoxy REG sel fdidgnyl2heuwes soust e r mi r
agitation magnétique a 2@0min*. Le ballon utilisé pour la réaction est plachs un bac de glace
contenantNaCletsur mont ® doune <colonne rr®frig®rante.
température ambiante pendant 3 heures puis catlidans 150 ml déoluéne/dichlorométhane (4
v/v). Le N hydroxysuccinimide (2,1 g) qui permet la fonctionnalisation du PEG est ajouté et dissou
a température ambiante, puis la triéthylamine est aquaér démarrer la réaction pendant 3h30.
Les solvants sontensuiteévaporés sous vide puis le solide redissbans | 6ac ®t ate do
solution est filtrée et le filtrat placé dans un bain de glace pour permettre la précipitation du
SuccinymidylCarbonatPEG (SCPEQ. Toutes les manipulati@doivent se faire sous Sorbonne
mu ni e doemerit de@peptedtion nécessaiPour quantifier la quantité de PEG dérivatisé, on
dissoud 1g de la poudre synthétisée dans 10 ml de dichlorométhane auquel est ajouté 0,545 ml de
benzylamine. La réaction du PEG modifavec la benzylamine se passe a température ambiante
pendant 2 heures. Le taux de greffageoestnueparun dosageHmétrgueen ajoutantiu HCIO,
(0,99 M) a 1,5 ml de la solution de benzylamine qui vientde rdagrr s de | d6aj out do
d 0 aeclé pH va diminuer et chuter balemen | or sque | 6 ®q ukigv8®)l ence ser

p.128



CHAPITRE IV : Améliorations possibles daystéeme polyenzymatique
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Figure 86 : Dosage de |l a benzylamine en exc s par | dacide

Lo®qui valence est atteinte pour un vosldeeme de
benzylamine dosssur 748 nmolede benzylamine ajoutgé en début de réaction. Cela correspond
donc a 198 nmokde benzylamine quint réagit avec le PEG modifié sur les 200 nrsale PEG

ajoutees” | 6 osoif ug taux de dérivation du théxy-PEG en SCPEG de 99%.

LéattachememsSCPEGvVvauernendymes sodeffeded& ~ te
PEG (7 mg) est dilu@ans une solution tamponnée (0,1 M, pe#® pr ®sence doéune er
et le mélange est agité avec un barreau aimanté ar2%6™" pendant trois heures. La solutions
ddenzyme PEGYyIeBstite di®@gemént utilisée.e e st

Untestpoud ®t er mi ner | 6ef f e tgrefthge di HPESH a®t ®i satit od 6
effectu® sur | 6enzy meTDpliprodite kn farneenteufsub avansaulg ®n a s e
savoirg u e | pourrait °tre | 6ap doosrde leudencapsaationr HaBsydesat i o 1
nanoparticules de silice (NPS) utilisant des phospholipides, du lactose, du TEOS et des amines telles
gue la dodcylamine pour structurer les particulés dodécylamine est un tensiotif toxique qui
peut dénaturer les enzymesous avonwérifié cela erincubantl 6 enzyme PTDHYéti br e (
| & e n PYDHEPEGyYlée (65 mg.t) dans un tampon pH & 0,05 M MOPS acide 3-(N-
morpholino)propanesulfoniqif&) en présence ou non de dodécylamine (37 mM) pendant 12 heures.

Un test dobac tIibrasiettP@Gyté&s$6,5m@,nzelyl,meIse s solutiowss dober
sont diluées 10 fois) étéréalisé en présence du cofacteur NAD mM) et du substrat phosphite
@s5mmMm).Lébapparition du NAWHs ae l®tsRu iswa nti el éGe®v oUWt i
NADH a 340 nm (Fig. 8Y
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Figure 87: Acti vit ® phosphite déshydrggebrnag®TDH)initiale et PEGylée (PEGPTDH)
aprésincubation 12 heures a température ambiante ensprice ou non de dodécylamine
(DDA).

L 6 e béndiquede la PEGylatiorsurla conservatioml e | 6 det i 9en®yme en pr
dodécylamine(DDA) est tres visibl€Fig. 87). la p er t e dedaPaDd ten présenc® de DDA
di minue de 50% al or 22%quaed 6 an p ¢ mé e paw PESHaian.gl®e ® € e
y a donc tout intérét a PEGyler les enzymes avant leur encapsulation dans une synthése utilisant des

agents toxiques pour lesenzymesmme | a DDA et | 6®t hanol

LO6i nfl uenc eglatidhea étéaégalente@ testée sur la premiéngyme de la
biotransformartion,la formiate déshydrogénasdJne solution dePEGFateDH = 0,3 ghudre
commercialeL L @ étéobtenue comme précédemment et a@&téee en réductigoour la transformation
duCQGen f or mi at e . inclibéeedans ynrteenpoa tHERIt(OEL M, H 7) en présence de
NADH a différentes concentrations (0,5e12 mM) et de bicarbonate de sodium (40 nddinme
sourcedeC® 37 AC pendant 120 minut @usNADHLA8840chineni nu t i
étécomparée a un blanc sans enzyme. La#&@DH présentane activité catalytique plus de 100
fois sup®rieure -~ c e |. Er effet la viteséeederedyctioe du €@, ren PE Gy |
formiate par b FateDH de départ est @004 pmol.miff.mg* (pour mMuapn/Meateon = 0,35 g/Q)
alors que | 6enzyme PEGYyYI . ®®formiatden 0c3al3et P umol.mdie r ®d u
' mg?, pour Muaon/Meaeon = 1,2, 2,4 et 4,8 g/g, resgievement La variation du rapport
MnapH/MratepH €Ntre les dewexpériencesest minime, la disponibilité du GCétant le facteur

i mi tant | 6 a c t a concdnt&tiore carboaate zintiateceslifférermte (0,1 mM pour
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FateDH contre 40 mM pour PEFateDH) maisa v e ¢ | 6d® G@ entreilels phases gazeuse et
agueuse, une méme quantité de,(@Pest supposeétre disponible en solutiondLa u g ment at i on
| 0 a c tataltique @e la PEGateDHs 6 ex pl i que par | 6ef pmatlesde s o
chaines de polyéthyléneglycaligmentant la disponibilité du G@uprésdé 6 e n z y me .

L6infl uence daeauski ®té tesmiyld 3" eénayme de la biotransformation
| 6al cool d ®SADH) poup lg ®&dwuctore du formaldéhyde en®mh hano | . L6enz
modifiée PEGYADH (10 mg.LY) a étéincubée dans un tampon phosphate de potassium (0,1 M, pH
6,5) en présence de NADH (1 mM) Ldéact i vi t ® suwia poarldeg toncgniragionsa ®t ®
variebles de formaldéhyde (HCHO, 0 & 100 mM)is aconcentratiorfixe de HCHO (10 mM) en
faisant varier la concentration du cofacteur (NADHy 0,7 mM). La constante deidhaelis pour le
NADH reste inchangée (Km = 0, 0BM) alors que celle du formaldéhyde est largement dinginué
(Km = 0,02 mM contre 23 mMsans PEGylation)ce qui signifie une bien meilleuractivité
enzymatique pour la PEGYADH comme démontréprécédemmentpar H. Wu et ses
collaborateuré* La PEGylation de la %" enzyme de la biotransformation, farmaldéhyde
d®shydr og®n as efautexdédtemps.as ®t ® test ®

En conclusion, la PEGylatioties enzymes est une procédure simple et rapide qui ne nécessite
pas beaucoup de matérielt gui p e r deeneilledrésoabtitée des enzymes en les
stabilisant. La PEGylation des enzymes de ce systeme polyenzymatique suivi de leur encapsulation
dans |l es NPS devrait permettre dbéam®liorer tr

les enzymes et en favorisant la disponibilité duy @@ur la prenére enzyme (FateDH).

IV.1.2 - Comparaison avec la littérature

Afin déaugmenter Jgazeuspanis,dCidawd eteh Sian€Céd e a u
ses collaborateurs utilisent un bullage constant dy @&ds leur réacteur. Il leur faut pouvoir
atteindre de grandes vitesses de conversion pour obtenir des rendements de transformation a
moi ndr e co%ts, surtout dawrsi flie®.c ado udse nl &dauvtoinlsi s
| eur mi se leen biudviraegec acront i nu du CO2, en pr ®senc
l a formation dbéune mousse (udiJias@aRegdiemgnpetudidias r ®a
transformation du C®en nméthanol, sous pression de 3 laaec un bullage constant @O, avec
des enzymes encapsulées dansakyal de silice, et avec 5 bde CQ avec un bullage constant

pour des enzymes encapsul ®es dans des bill es ¢
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groupe deZ. Ji ang | 6ont ®t ® nh deeCD sany prebsion, lavegles emzynes t a
encapsulées dans des particules hybrides titane/protafnidiang et ses collapateurs ont montré

gudendbarcmevit®, | e type doéencapsul ation choi si

Dans la figure ¢, naicomparons les résultats obtenus avec ceux décris dans la littéfature.
Jiang et ses collaboratedfsen immobilisant les enzymes dans des particules de titane structurées
par de la protamine, &n absence de sgshe de régénération, ont attetl@s rendements de 0,83
MMOleorGpoudr e df,enzy'lmp regemRecidies rendements obtenus av
NPS (de 0,88 mm@konGooudre doenzyneB.Coave et sespllaborateurs; en utilisant un
syst me de r®g®n®r ati on ellmpoatsaeib dndrandesmentsdes pe n s
conversion de 3,3nMOleorGpoudre doenzymd RENEmNfEiEUT aUX & MMOleor Goudre
déenzyme Janbd gimUes avec |l e syst me doéencapsul ati on
la régénération du NADH (Fig. 88).

5 T
Sans systéme de Avec un systeme de

5 régénération du NADH régénération
B4 ;

8

Q

2

£ Dave,

g3 Sol-Gel FI’\ITPE;SH
8 Si0,,

E ‘PSII

2
D2

o) Dave,

g Jiang and co., Sol-Gel i
3 Partic_ules de NPS S0,

g 14 TiO;

£ .

0
A B C D E

Figure 88: Comparaison des résultats de la littérature pour la production de méthanol a partir de
co2 en 3 h par mas s e total e de poudr es comme
YADH) encapsulées avec et sans régénération du NADH. (A) Jiang et*®co
FateDH/FaldDH/YADH (1,35/1,35/0,3 g1) encapulées dans des particlues de TiO2
structurées par des protamines et avec bullage constant de,;CQB)
FateDH/FaldDH/YADH (0,01/0,15/0,75 g1) encgsulées dans les NPS avec 5 bde
CO;, : (C) B.C.Dave:*® FateDH/FaldDH/YADH (5/5/5 g.1}) encpauslées dans un sgél de
silice avec bullage continu de GO (D) B.C. Dave:*° FateDH/FaldDH/YADH (5/5/5 g.1})
avec un systeme de régénération A8Il ») encapslé dans un sebel de silice avec
bullage constant de CQO;(E) FateDH/FaldDH/YADH (0,01/0,15/0,75 gl) et systéme de
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régéneration du NADH avec PTDH (3,%8yme pureL'l) co-encapsulés dans des NPS a 5 bar
de CO2. Conditions Tampon phosphate (0,05 MgH 6,5), NADH (0,1 M) et NAHPO;
(0,05 M) quand PTDH est ajoutée.

Nous avons reproduit | e type *dadslaiittécature btigs at i or
permet les meilleures conversions du,@® méthanolNous avons synthétisé $elgel en utilisant
l e rapport déenzymes optimis® dans | e Cleapitre
précurseur siliciqugétraméthoxysilaneTMOS, 1,5 Q) est dilu® dans de |0
solutionac i di f i ®e par ajout dbéaci de <chl bydrblys@pai que (
sonication (bain de sonication, 20 minutgsur éliminer le méthanol formé&ent uL de cette
solutionsort mélangé a 100 pL dda solution aqueuse contenant les enzyohens les proportions
optimiséesFateDH (0,1 d- ™), FaldDH (1,5 d-™*) et YAH (7,5 gL™). Le Sol est ensuite laissé
vieilir 24ha4°CLe gel form® est mis en suspension dans
7 et centrifugé 10 minutes & 10 000min™. Le surnageant est injecté en chromatographie pour
contrbler la quantité de méthanol supplémentaire relaché par le gel. Les lavages avec la méme
quantité de tampon phosphate sont répétés jusqu'a disparition du pic de méthanol en
chromatographiel. énalyse des différents surnageants de lavage (Fig. 89) permet de confirmer que
le gel ne contient plus de méthanol dés le quatrieme latage.de la synthése du sgél, B.C.
Dave enl ve | e m®thanol gui a ®t ® g®n®r ® pen

successives de 72 h, mais il ne contréle pas la concentration de méthanol qui est relargué.

Channel: Front = FID Fesulis
castanvemivIi-02-13 lagas synth daveblacd0 . run| Last recalo: HA

ostanvemis i-02-13 lagas syrth davesblac iun

myalts

. S—

10178 mvelhs

[ 11.325¢ Minutes ‘

-3 T T T T T
25 50 75 100 125
Minutes

Figure 89:Chromatogrammes des différents surnageants de lavages digesofle B.C.Dave.¥
lavage (bleu), deuxieme (rouge), troisieme (vert), quatrieme (jaune).

Le gel a ensuite ®t ® s®ch® sous vide pendant

Le gel ressemble a un petit morceau de vernepb&tement transparerite gel aété utilisé dans les
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mémes conditions que les nanoparticules de silice NPS (Fig. 88) pour la conversion da CO

m®t hanol . La quantit® dOoe-4ye demikce, soihdansdeis NRSyeBtda ( S 0 |
méme pour les deux expériencEe pendant, nous ndavons d®tect® a
les enzymes sont immobilisées dans legalde silice classique utilisé par B.C.D&V€ 6 est peut

étre la génération du méthanol lorsldé hy dr ol yse du TMOS qui m ne
Dans | e but de sbéaffranchir du probl me doéi nacHt
qui sert a leur mcapsulation, nous avons choisi6 ®t udi er Il 61 mmobi |l i sat

multienzymatique par simple adsorption dans un matériau poreux.

IV.2 - Immobilisation des enzymes par adsorption dans un

monolithe a porosité hiérarchique pour une réaction en flux

Nous avons montré dans le chapitre 3 que la conversion dueQO m®t hanol so0a
certainement cause de a@cumulation d MeOH auprés des enzymes. Nous avons alors voulu
tester une réaction en contimour éviter cette accumulation. Initialement proposés pour des
applications en chromatographie liquide par Nakarf§hil a ét¢ montré que les monolithes a
porosité hiérarchique étaient de trés bon etppour la catalyse en contirsans perte de charge.
Ces monolithes sont depuis peu testés pour des applications de catalyse enzymatique en flux
continu*** La possibilité de fonctionnalisation de ces monolithes en fait un support de choix pour
| i mmobilisation dbéenzyme. De pl us, l a faible
permet leur utilisation dans des procédés f | ux conti nu. La mise en 11
fait des monolithes un support d¥®t*n @ondlithe pour

silicique a dbéabord ®t @ adsprhéeshs@dnies peotopoles ssivahte s e n 2

IV.2.1 - Synthese de monolithes

Les moules utilisés pour la synthése des monolithes sont des tubes en PVC de diamétre 0,5 cm
et de 5 ¢cm de |l ong. Ces moul es doi étengdgardésdr e ab
20 °C. On prepare alors la solution qui va étre mise dans les monolithes. On pese tres précisément
43,6 g doeau d®i oni s®e dans | agG8%® VN, S8igma)nAprdag out e.
homogénéisation dans la glace, 4,79 P&8&>q000 SONt ajoutés au mélange et la nouvelle solution
homogénéisgl heure a 0 °C. Le précurseur silicique (TEOS, 37,7 g) est ajouté et la solution agitée

1 heure supplémentaire & 0 °C et a 250 tfimlres tubes PVC doivent étre remplis sans que la
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température du mélange HNEBEGwdTEOS ne dépasse 0 °C. Une fois remplis et
hermétiguement fermés, les tubes sont directement transférés dans un bain marie a 40 °C pendant 72

heures. Apres 3 jours de gélation, les tubes sont ouverts et le précurseuthiqoedransféré dans

un grand volume doeau distill ®e. Loeau contena
(toutes |l es 30 mMinutes) jusquod”™ ce que |l e pH c
sont alors transférés dans une boweillen pol ypropyl ne contenant u

(NH4"OH', 0,1 M), puis la bouteille est placée fermée dans une étuve a 40 °C pendant 24 heures.
Suite au traitement ~ | dammoni aque, |l es tubes

d e au distllée qui doit étrechangp | usi eur s f oi s pendant 2 heur es
du bécher contenant les monolithes sstabilise a pH 7. Les monolithes sont finalement retirés de

| 6eau et | ai ss® s®ch®s tcalcihéd 8 h a 55@ 10 ave@auné¢ monté éns s o
températurede2°C.miin  Les monol ithes sont anal ys®s par a
par MEB (Fig. 90).

(@)

oS 800

EGOO

= i

T 400

[}

EZOO—

=)

g 0 T T T T

0 02040608 1
P/Po
Figure 90: (a) |l sot herme dbéadsorption/ d®sorptiormeaebdazot e

(c) phot o dd&3omxmé eno)immdabHise entre 2 tudes de verres par une gaine
de Téflon thermo rétractable.

Les monolithes présentent un réseau macroporeux homogéne et interconnecté de 5 um, un
squel ette doéo®pai ss soparositt dednmcaven ne surdanetspécifigue de®0
m2.g* et un volume mésoporeux de 1,0 nil.gJn morceau demonolithe (3 CMongueur X 0,5
CMyiametrd @ €€ ensuite gainé avec une gaine Téflon thermorétractable terminé aux extrémités par 2

tubes de &rre pour assurer les connexions avec la pompe HPLC utilisée pour le flux.
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v22-) I T T AET EQOAOETT AB8AT UUI AO AAT O 1TAO 1111
Le monolithe est ddabord | av® plausqua ee qued e a u
| 6absor bance de dusgstémaselvarie plusWne solitiorsde 6 mli centenant les
trois enzymes de la biotransformation dans des rapmpu i no®t ai ent pas en
optimisés, FateDH (14 mg), FaldDH (7 mg) et YADH5 mg) dans un tampon phosphate (0,1 M,
pH 7) a été placée dans un bac de glace. Une pompe péristaltique permet de faire passer la solution
de protéinesdans le monolithe gainé (0,5 ml.ifin e t est r ®c up®r ®e en sor
solution & 280hm qui permet de détminer la concentration derotéinesrestantes est nulle. Toutes
les protéinesont été immobilisées par adsorption dans le monolithe, ce qui correspond a 44

mgenzyme(gmonolithe

IV.2.3 - Activité des enzymes immobilisées dans le monoli the

Le monolithe gainé et chargé en enzyme est placé dans un bain marie & 37°C. Du dioxyde de
carbone est bull ® pendant 1 heure dans 2 ml d
contenant le NADH (10 mM) et placée dans un bac de glaceébit @ la solution de circulation
estajusté 0,05 mL.mintafin doé®viter wune sur pFie 913lie€d2 en en
étant bullé dans la solution tamponnée en contidee volumes de GQyazeux passent dans le
circuit en sob6balternant avec des volumes de | a
un échantillon de la solution est prélevé et mélangé a un étalon internpetgahol (1/10 v/v),
pour la détermination du méthdnen GCGF | D . Léabsorbance ~ 280 nm
prélevée est aussi mesurée poéterminer la quantité deotéinesqui s béest ®chapp®e

pendant la réaction sous flux.

Parafilm ~__ ~ Pompe périlstatique :
) =0,5mL.min"' (chargement des enzymes)

Solution t =
olution :amponnes =0,05 mL.min" (conversion du CO, en méthanol)

Avec NADH (10 mM)__

Bécher de récupération—__
placé dans la glace

—Monolith gainé et thermostaté a 37 °C
contenant FateDH, FaldDH, YADH

Figure 91: Schéma du montage pour la conversion du CO2 en méthpar les enzymes immobilisée
dans un monolithe.

Il apparaf que 34 % des enzymes immobilisées par adsorption simple se retrouvent dans la
solution de circulation. La quantité de méthanol détectée est 0,84 mM, correspondant a une activité

du systeme de 07 MMOMeon.Gooudre commerciaie €N 3 heures pour 20 pmol de NADH initial.
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CHAPITRE IV : Améliorations possibles daystéeme polyenzymatique

Léefficacit® de |l a conversion des enzymes dans
en phase agueuse mais contenant son systeme de régénération. Ici, le syste@end@mégt i on n
pas été ajouté. On a donc tout intérét & développer des systéemes en flux pour ce genre de conversion.
Léaugment ati on d e parrappatawnsysteme eén gatutiod peut €t@ aussi dd a la

plus grande disponibilité du CO2 gazeux fpoon dissouslans | 6eau) qui est pa:
par alternance. 1 serai-t donc aussi i nt ®r es s a

que le CO2 gazeux humidifié.

V.4 - Essai de réaction enzymatique en phase gaz

Comme décritpar S. Lamarré’ et ses collaborateursa biocatalyse en phase gaz perreet
mise en face de procédés plus propres qui utilisent moins de matéfiedntode meilleures
productivités et simplifient les procédés de traitement et de purification des produits. De plus,
comme nous | 6davons d®montr ®, la disponibilit®
meilleurs rendements de conversion @O, en méthanol. Les 2 intermédiaires de la

biotransformation (le formiate et le formaldéhyde) ont des pressions de vapeur saturante élevées, ce

qgui indique quoils sont vol atils et gue | eur
envisagée. Les enzymaitilisées en phase gaz peuvent étre préparées par lyophilisation en présence
de | eur cofacteur et doun addi 8 Oeux toedrienagai e d u
préliminaires ont été réalisées @ac | a troi si me enzyme de | a bio
consistait “ |l a conversion du formal d®hyde en |
avec ajout doé®t hanol gui est un substmirversecoupl ¢

de r®g®n®ration du cofacteur. Phump tidbmbeol do@hi®
dans 100 OL doéun tampon phosphate (0,1 M, pH 7
(15% vl/v). La solution contenue dans un vial de 2 mléaegisuite placée @80 °C pendant 20

mi nutes et | yophilis®e pendant 12 heures. Un E
de | a transformation (formal d®hyde, 90 mM) , et
un second substrat side (éthanol, 0,85 M) pour la régénération du NADH sont ajoutés dans les
®chantillons I yophilis®s. Les vials ont ®t® re
une étuve a 37 °C pendant 1,5 heure. Un échantillon ne contenant que le formaddébstienent

®t ® plac® dans | 6®tuve et a servi de r ®f ®r enc

déterminée par le réactif de Nash, et la concentration en méthanol produit est obtenue par différence.
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Les activités catalytigeede YADH lyophiliske en phase gaz ont ®t ® comp
de la YADH libre en solution (Chap. 2 1.2.3(®)ADH, 5 mg.L", formaldéhyde (5 mM) eiADH
(2,5 mM)pendant 30 secondes

0,06
E
£ phase gaz
o) 0,043
e phase gaz
> 0,04 + EtOH
@ 0,030
=
g
=
] .
*g' 0,02 1| Solution
) 0.010
=
2

0
A B C

Figure 92: Activité catalytique de YADH libre en phase aqueuse (A)pbase gaz sans systéme de
r g ®n®r ati on (B) et avec | 6ajout do®t hanol ser v

du NADH (C).U: pumol.min™.

Les activités catalytiques de YADH en phase gaz simple (0,043 Y.m9g (Fig. 9B) et avec
un systéme de régération a substrat couplé (0,03 Uagon) (Fig. 9-C) sont supérieures a celles
déterminées en phase aqueuse (0,0104 B).nhg disponibilitédu substrat en phase gaz, caleulé
partir des pressions de vapeur saturante grace a la relatMhGleDon et H.P. Robert**® est de

0,07% (v/v).Elle est similare& el | e du f or mal d®hyde pour | dexp®
v/iv). Lébactivit® de | d6enzyme avec | e syst me
| 6®t hanol ut i Iticeu@é, meot nétree responshbiiet la a@énaturation et de la

désadt vat i on dN®adnneoiznysme .|l 6activit® de | denzyme Y

solide/gaz est 3 a 4 fois supérieure doesque la réaction est réalisée en phase aqueuse. Le

d®vel oppement doéun proc®d® en p h asle sygieane ser é
polyenzymatique de réduction du €én meéthnaol. Le substrat suicide utilisé pour la régénération

du NADH ne doit pas d®naturer | es enzymes (con
ndédest pas | e cas d uhosphiteodeshyhirogerase)u lteisubstrat ®uicidesudilisé | a

avec le photosysteme synthétique r@d)l, étudié Chapitre 2 (la triéthanolamine, TEOA) est
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vol ati |l et a d® " permis doéaugmenter | 6activit

utilisées pouta transformation du CQen méthanot™

V.5 - Utilisation du photosysteme synthétique développ € par

i 6ET OOEOBO -A@ 01 Al AEs8

Bien que pour | 6instant toxique, nous avons
mpgCsN4 développé par M. Antonietti dans la réduction du,@® méthanol. Ceystemeest en
cours de développemeeat est voué &onctionner sas ajout de médiateur, ce qui pourrait étre une
amélioration du systéme aprés son immobilisation sur un tel suppdrt t i |du ghetdsysténme
synthétigued ®v el opp® par | 6 ®q W powe la degénéMison ENABH 3%t oni et
testedans | a biotransfop@ae¢enoa. ddoone déabere@neym
conversion du formaldéhyde en méthan@nsuite en présence des 3 enzymes de la
biotransformation (FateDH, FaldDH, YADH) pour la conversion dw, E®méthanol. Ces travaux
ont ®t® r®alis®s au cours doéune coll aboration ¢

qui travaille sur leléveloppement de ces nouveaux matériaux.

IV.5.1 - Conversion du formaldéhyde en méthanol.

Le photosysteme synthétiguen motf carbonitride graphitiquenésoporeux (mgfCsN,) (2 mg)
est placé dans une solution de phosphate de sodium (50 mM, pppF)@&s ence de | 6enzy
(10 mg.L"), du cofacteur enzymatique sous sa forme oxydée (NABM) et de formaldéhyde (5
mM) . Le syst me de r®g®n®ration est effectif
(ICpRh(bpy)(HO)**, 0,125 mM) el 6 u n  ssuidids(TEOA, 15% wi/v). La réaction keu dans
un réacteur en quartia partie du réacteur ne contenant pas de liquide est remplie avec,du CO
gazeux. Bur débuter la réactiga solution (2 mL)qui estagitée par un barreau aimanté a 250
tr.min’ e exposée une lampe de puissané@0 Waqui émetdal a | ongueur dobéonde
422 nm. Un petit volume (100 L) de la solution est retiré du réacteur et filtré a 0,2 um, mélangé a

un étalon interne et injecté en &UD pour la détermination dméthanolFig. 93).
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[MeOH] (mM)

0 T T
0 1 2 3

temps (heures)

Figure 93: Evolution de | a concentration de m®t hanol
régénération photosynthétigue consistant en un photomatérieux -@Ng, 2mg), un
m®di at eur (CpRhbeyW(HB®)F™ 0,125 mM)et un substrat sacrificie(TEOA,
15% w/v) Le cofacteur est ajouté sous sa forme oxydée (NADMM).

La réaction, répétée deux fois, permet de générer une quantité de méthanol supérieure a la
guantité de cofacteur ajouté, la régénération ductedia parle photosystéme synthétigest donc
effective. Léactivit® s pe@sticdnprigeueatre d,8 et Bnigia duic o o | d
correspondent " moins de 10% de | 6actiCetiet ® ma
I i mi t at i o nduedlaacapacité detrég@énéasian du photosyswmthétique qui doit étre
optimisée. Nous avons finalement testé le photosysteme synthétique avec les trois enzymes de la

biotransformation.

IV.5.2 - Conversion du CO2 en méthanol.

La combinaison dumotif carbonitride graphitique mésoporempgCsN4) avec les trois
enzymes de la biotransformation est réalisée dans un réacteur en quartz dee8 triis enzymes
sont ajoutées dans des proportions non optasisér manque de matériel disponible (FateD863,
mg, FaldDH, 4,98 mg et YADH 0,75 md)e photanatériau(mpgCsN4, 3 mg) est suspendu en
solution enpr ®s ence du m® dCpRh(bPW(KHO), D®A5emM) et alusubstrat
suicide(TEOA, 15% w/v).Lasourcede Cout i | i s®e est | 6hydrog®nocarl
dans un tampon phosphate salin (PBS, 0,1M, pH 7). La réaction débute lorsque le réacteur en quartz
estexposé a un flux lumineude 400 W ° | a | ongueur Addélmundde sp®
| 6 e x pePat & pusieurs intervadlde temps, 100uL de la solution sont préleveés, filtrés a 0,2 um,
mélangés a un étalon interne (1/9 v/v) et inga@ GCFID pour la détermination de la

concentration de méthanol (Fig. 94).
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Figure 94; Evolution de la concémation de méthanol du systeme trienzymatique avec régénération
du cofacteur par le photosysteme synthétique.

Loexp®rience qui montre | O0®volution de | a con
étre répétée faute de temps. Le systeme peut ipeodl21 mmqheOH.g'lpoudre commercial€n 43 heures
de réaction pour 3 umol de NADH initial. Cette productivité est comparable a celle du procédé non
encapsulé pression atmosphérique déddns le chapitre 2 (0,4 mrmbH.g'lpoudre commercial€n 48
heures pour 10pmol de NADH initial ([NADHlia = 10 mM)). Dans deels systémes
biotechnoliques, laransformation du C@est limitépar sa disponibilité qui peutré augmentéen

réalisant ces réaction en phase gaz et sous pression,de CO

Ve .s A~ s ~ pe pe Ve

IV.6 7 Conclusions OO0 | 6 AAOEOEOi AO OUOOT |

encapsulé

Léutilisati on,ndoey epnrnees s(iOo,n5 dMPaQO a per mi s dobal
syst me polyenzymatiqgue en solution (FateDH, F
un systtmé pression atmosph®rique. Mai s cobest | a ¢
i mpact sur | 6am®l i oration de | a productivit®
m®t hanol d 6 u nobteraiesr emaapsulahtdes enzym@ds @ans les MRABocapsules de
silice/ phospholipides/ amine/ TEOS) . Ceci prouve
|l es r®actions enzymatiques. Léaugmentation de

catalytique de la formulation des NPS. laggines utilisées pour structurer les capsules permettent

| 6accumul aduiow de ladfarmia@@éshydrogénase qui réalise la premiere réaction de la
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bi otranformati on. Cdoest par | 6am®l i orati on de

| 6 a c ctionrde dorasubstrat que tout le procédé est amélioré.

Nous avons montré cependant que la dodécylamine était nocive pour les enzymes. Mais ceci
peut étre amélioré si les enzymes sont auparavant PEGylées. Emaifetavons montré que la
stabilisation desenzymes par modification avec des chaines de polyéthylene glycol était une
procédure simple et rapide et permettait de protéger les enzymes de la dodécyiaming cela
permettraitd 6 augment er | a ,dupréspde I énzyme diéRla sdlubilitécdd CQ
dans |l e PEG. Nous avons vu ®gal einiait éffectuésousl e pr
flux, sans | 6accumul ati on de m®t hanol aupr s des e

de solution. Le monolithe en questionup@it étre en motif gN, et assurer en méme temps le

photorégénération du cofacteddi e ux encor e, nNous avons pu prou\
enzymes de |l a biotransformation pouvait fonct
enzymes PEGylee dans un monolithe et l a mise en pl a:

gazeux continu pourraient représenesmheilleures des améliorations pouvant encore étre appsrtée

au procédé biotechnologique de conversion dy €0méthanol.
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Au cours decettethese nous avons étudign systémede cascadenzymatiquede conversion
du CQ en méthanol initialement propppar BC. Davee n 199 9, mai s sans quobu
systeme ne soit présentée L6 e mp | o de trois enzyopgemse,qaue SO
formal d®hyde d®shydr og®n as apernts dd pdodulirecdu enéthartbi® s h y d

un produit a forte valeur ajoutée a partir de,Che molécule organique extrémement stable. Le

travail effectuéaeu pour but | a optimisapon @alioanelkde cwette cadcadd 06
enzymatique ainsi gue doéidentifier l' e meill eu
(enzymes, photosyst me) des enzymes et do6®t udi e

Dans cette thése, nous namsnme confrontés a divers problemes, comme la nature exacte des
produits b i exdctibutde des engthodes andlyfiqués bioconversion du COen
méthanol aen effet®t ® r ®al i s®e gr ©ce ~ des poudres dobdenz
estsusceptible de varier en fonction des différents lots achetés. Nous d@vorggider certaines des
informationsdonnés par le fournisseur afin de contr& la quantité réelle de protéinastives
contenues dans les différents lots recus. Idéalemeatdiité des adjuvants contenus dans ces lots
doivent étreconmip our que, | or s doun esdesaadjuwants eontennoszdgnmat i
un des lots ne puisseagir comme inhibiteur pour ureutreenzymede la cascade enzymatique
Concernant la régémration du cofacteur des enzymes paes dsystemes biologiques
photosynthétiques | es recherches bibliographiqgues men®e
membranes thylakoides nous a permis de nous rendre compte de la complexité des phaosysteme
naturel s. ll's ndont pu °tre quantifi ®s ogue par
r ®cup®r er | 6®nergi e l umi neuse qgubell es conti e
photosystéme PSII proposé dans le brevet de Bave.

Pendant la mise au point des différentes méthodes anabytigos avons pu nous rendre
compteq u 6 i | e X i st aentre ledCH et leiNARH. Qutrd la désastivation du cofacteur
NADH par hydratdabn ou isomérisation, nous avons découvert que lg @Qvait également étre
complexé par legroupementamine du cofacteur enzymatique. Nous avons pu Vérifier giie c
complexatiorétait réversiblea 37 °C dans un milieu aqueux saturé en G&xeuxcarla production
de méthanol par le systeme polyenzymatique a pu étre vé@#ié8CGFID. Le développement de la
méthode chromatographique en phase gaz nous a permis de pouvoir détecter les faiblesdguantités
méthanol produés par le systeme polyenzymaii La réduction catalytique en cascade dy €O
meéthanol est réalisée par 3 enzymes déshydrogégasesus avonsl 6 a bétudiégs séparément
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en comparant la variatiase leur activitéen fonctiondupHPour chacune des r ®acti
et de rédation menéegsvec ces enzymgesousavons montré que le pH optimues enzymes varie

en fonction du type de r®action qubelles accom
de fixer une valeur de pH optimufpH 6,5) commune pour les trois enzysndilisées en réduction

Les constantes cinétiques de chacune des enzymes ont alors pu étre déterminées dans les conditions

choisies pour étudier la cascade enzymatique. La difficulté a laquelle nous avons été spduonté

d®t er mi ner | O "amtesecinétifueev i kent  odaun f ai t gue | 6®qui |
fortement d®pl ac® vers | a formation du produi't
r®duction pour YADH. Nous avons pu remarquer q

enzyme vers la fonation du produit de réduction, le méthanol, permet également de déplacer les
équilibres des deux premieres enzymes vers [@aduits de réduction respectifs. Nous avons alors
optimisé le systéme polyenzymatique de facon rationnelle en étudiant laneisoh des enzymes

deux a deux la FateDH et la FaldDHl 6 u n e et |a &aldDH et la YADHHd 6 aut r e part .
avons alors défini le meilleur rapportassiqued e poudres dbébenzymes commer
enzymes de #/15g/75 g pour FateDW#FaldDHY ADH, respectivementCe rapport étardépendant

des | ots dobéen,zyime dcoimmertcrial expri m® en poerr me de
étre plus précis et reproductible (mol.min%). En considérant les données fournisseut¥5
U.mgenzymé1 pour FateDH el-6 U.mgsiige” pour FaldDH), le rapport massique dg/15 g entre les

deux premiéres enzymes peut varier entre 1/6 (U/UL/@l2 (U/U) selons i | 6ontlesconsi c
activités enzgnatiques maximales ou minimales C6 e st p 0 unécessaird de cagacatdriset e st
chacune degoudresenzynatiques avant de les utiliset de connidre précisémentelr activité

catalytigue. Nous avongonc d ®t er mi n® | 6activit®dexpoudaes yt i qu
commercialesutilisées a partir de réactiont est s que nous avons d®vel
formi ate pour FateDH, | 6 o x y ctda rédoction dudfornfaldéhyder | d ® h
pour YADH, chacune des réactmse faisant a concentration saturante en substrat et en cofacteur).

Le rapport optimable la cascadenzymatiqueexprimé en unité (U umol.min) était de 1/3/3260

pour FateDHFaldDHYADH, respectivementLes unitées décrites pour FateDH et FaldDH étant

d®f i ni es pour des r®acti ons que énra lesdimis enoymes nd e 1 &
rend pas compte du flux doOo®l ectr gesméthanclla as c a d e
derniere enzymele la cascadeYADH, introduite en grande quantite, deplace les equililoes

deux premieres enzymear elle founit massivement une 3eme etajgereduction du formaldéhyde

tres rapide (p64 et 65).
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Cettecascadenzymatiqguenepait f oncti onneddégondbavéktact éempeoeri)
nicotinamide adénine dinucléotid®ADH). Nous avonsalors optimisé laquantté relative de
NADH pour la cascade enzymatiquBlous avons trouvé que la productivit® la cascade
enzymatique augmentait avec | a quarNADH] ®10@le NAD
mM pourdes concentrations gotéinede FateDH = 10 mg.L, FaldDH = 150 mg.L* et YADH =
750 mg.Lt. Le cofacteur enzymatique NADH, est une molécule organique chére qui doit étre

régénéréin-situlors du procédé catalytique pades raisons évidentes de codts.

Nous avons étudié quatre systerddé&rentsde régénération du NADH. Deux photosystemes,
| Gun natur el | 6autre synth®tiqgue et deux syst 1
| 6

| 6 e nzy me quemsent sthble etrsen conditions de fonctionnement optimal sont tres similaires a

6enzyme phosphite d®shydrog®nase se diff ®r enc

celles de la cascade enzymatique de conversion due@@éthanol. De plusious avons produit

cette enzyme au sein méme du laborajoirec e q U i per met ahtéé Nosawrsi r en
étudiéla différencedescultures en flasque et en fermenteur. Nous avons alors pu alors vérifier que

la culture en fermenteur peut fournir de grand
permet elle de produire des enzyrpéss activesL 6 o pt i mi s at grécea larédgéngmnatorc ® d ®
du cofacteur a ététalisée en utilisant la phosphite déshydrogémasson substrat le phosphite.

Nous avons pu vérifier que la quantité optimale de cofacteur utilisé est identigue avatsou sa
systéme de régénérati¢t0 mMpour10 mg.L* de FateDH 150 mg.L* de FaldDH,750 mg.L* de

YADH en poudres dbdenzymddeopymerphatphi ele 8@®8h)
Lédajout doéun syspensdddeg m®g RoatRirvaiati ® neord um®t hanol
25Deméme,dut i |l i sati on,dey emrees s(i d,n5 dMP &)O eacorglae r mi s
productivit® du syst me polyenzymatigue en so

facteur 2 comparé a un systeme a pressigmosphérique

Léam®lioration suppl ®mentaire ajout®e au sys
par encapsulation dans des nanocapsules de (NIR®) structurées par des phospholipides dans un
milieu eau/éthanol en présence de lactose et de dodécylaBeseNPS ont été développées
pr ®c ®de mment au | aboratoire pour ddautres enz
GOx/HDb). Les nanocapsulesortenant les 3 enzymes de la cascade enzymatique ont pu étre
visualisées par cryoTEM3Btont des t a idé 25emqui deefornhedtpar ladfusen de

membranes de phospholipides tout autour des enzymes. Les particules se détachent ensuite les unes
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des autres pendant la condensationt@uaéthoxysilaneTEOS a cause du rétrécissement et de la
disparition des ponts de phospholipidiques qui les rejoigngatis avonsensuite essayé de
rempl acer | 60®t hanol et | a do dsedeléuatoxicité envedsdes s | a
enzymes. Mais nous avons montré daedodécylamine a un rdle catalytique évident pour la
condensation de lasiien surf ace des nanoparticul eudlelat que
dod®cyl ami ne n 6 armep des napoeapsulesd o udce afva ns montr ®

I 61 mmo b idésieazgmeglan® dessupportsinorganiques quia le plus gros impact sur

| 6am®l i orati on de | ala poercapsulation des t4®enzyines apperois ® d ®.
ddaugment er uitiGitée énanéthanol @ar rappod du systeme polyenzymatique libre en
solution. Cette augmentation de la productivité en méthanol est aussi dépendante de la vitesse de
diffusion des moléculesné&res les différentes capsules quburrait étre encore améli@én
optimisant |l a vitesse Qbagguaili onan demodencbrée Baus ®
une fois | 6 ef fiuwcasys® nde d 6 e n ¢ a pdssurkaatipnis cenzymaliusst pour

polyenzymatiques.

Une facon de protéger les enzymes de la dddétne serait de les modifier par greffage sur
leur surfaceavecdeschaines de polyéthylene glycol. Ce greffageune procédure simple et rapide
et nous avons pu deprotdger s enaymed solutioade |p dodéoytaminet
de plus #e permetd 6 augment er | a ,@durslgrateDH lyrace a ta @issalution GuO
COh,dans | es cha’ nes PlRGisppnibitité du€&€@peut encole @tee rarnédliaree
avec la mise en place de procédés sousdituxontiny pour lesquel$a récupération du méthanol
serait facilitéteet | 6accumul ati on n®f aste de .nNadslawnmso | au
montr® qubdau moins une des trois enzymes pouva
pouvaient facilement étre immdisées par simple adsorption dans une structure monolithique. Nous
avons montré que la production de méthanol est possible en régénérant le cofacteur NADH grace au
photosystéme synthétiqgéableen cours de développeméaains médiateur et a pH @)a rnstitu |
Max Planck de Potsdam

En conclusion, cette cascade enzymatique est capable de produire du méthanol a pastir de CO
Plusieurs optimisations sont possibld2EGylation des enzymes, réacteur en continu en phase gaz,
immobilisation covalente du cafeeur™ systéme de régénératiaiu cofacteur sansousproduit

comme | e photosyst me synth®tique doéAntoniett.i
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Lébencapsul ation NPS est i nt ®ressante mais | 6en

rempl ac®, | 6utilisat i'dpourthieétre umevsié odéveloppei.s =~ t °t e

La valorisation du C®p e u t °tre pour sdauxautresorggmsmes. lhlev@e ude d
Yarrowia lipolyticaet la bactérieGeobacter sulfurreducergui convertissent tour a tour le @én

glycérol puis en acide citriqté®**L 6aci de citrique est un produit

déjautiistedans de nombreuses industries, aussi vari
phar macol ogi e. L6opt ipourla@aicadenzymatigue etodetau edurs e ut i | |
cette these pourrait étre appliguéces systémesellulairesd o n t | application da

solide/gaz en flux & déja été teses validée.**’
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ANNEXE 1: Equation de vitesse des enzymes a deux substrats.

( D 6 alpascals Bobillsur http://www.restice.univmontp?2.fr/BsfDunici les substrat ont les
noms A et B au lieu de S1 et S2 comme décris dans le Chaptire 2)

Mécanisme bbi ordonné

Vo == M
L L S T G
A TB) T A)®)

Mécanisme TheorelChance

Vg )
Ko
(A)

Vo mm—

Mécanisme Pig-ponQ:

VM
LA, Ky
(A) (B)

Avec:

Ak kiKp

k]+ k2

M
L Kp o Kakp
(A (B) (A)B)

Mécanisme Aléatoire sans interaction entre les sites
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